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Kurzzusammenfassung  I 
Kurzzusammenfassung 
Die Beta-Zellen des Pankreas und die Leber sind wesentlich an der Blutglucoseregulation 
beteiligt. In diesen Organen werden Glucosetransport und -phosphorylierung über den 
GLUT2 und die Glucokinase vermittelt. In den Beta-Zellen des Pankreas stimuliert der 
Glucosemetabolismus Signalwege, die zur Insulinsekretion führen. Man unterscheidet dabei 
zwischen dem auslösenden Weg (triggering pathway), der abhängig von KATP-Kanälen 
abläuft und einem verstärkenden Weg (amplifying pathway). Diese Signalwege führen zu 
einem Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration, wodurch es zur Exozytose der 
Insulingranula kommt. Echtzeitanalysen der intrazellulären Glucosekonzentration können 
dazu beitragen, das Zusammenspiel dieser Signalwege in den Beta-Zellen besser zu 
verstehen. Solche Messungen wurden in dieser Arbeit mithilfe des Glucosesensors 
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Pglu-700µ-δ6 fluoreszenzmikroskopisch durchgeführt. Damit konnte bestätigt 
werden, dass in Beta-Zellen die Phosphorylierung der Glucose durch die Glucokinase die 
Geschwindigkeit des Glucosefluxes bestimmt. Weiterführend wurde erstmals eine simultane 
intrazelluläre Analyse von Glucose und Calcium in Beta-Zellen durchgeführt. Diese Studien 
zeigten, dass der initiale Calciumanstieg durch eine Erhöhung der intrazellulären 
Glucosekonzentration auf 4 mmol/l erreicht wird. Oszillationen der intrazellulären 
Calciumkonzentration waren dagegen erst bei einer Glucosekonzentration von 6-7 mmol/l 
sichtbar. Der Calciumanstieg konnte auch durch den Verschluss von KATP-Kanälen mittels 
Tolbutamid erzwungen werden. Da Calciumoszillationen durch Tolbutamid nicht ausgelöst 
werden konnten, lässt sich schlussfolgern, dass sie glucoseabhängig über einen amplifying 
pathway generiert werden. Auch in der Leber wird der Glucoseflux maßgeblich durch die 
Glucokinase reguliert. Hier unterliegt das Enzym einer spezifischen posttranslationalen 
Modulation. Das Glucokinase Regulatorprotein (GRP) inaktiviert die Glucokinase bei 
niedriger Glucose und transloziert sie in den Zellkern. Durch Generierung eines nukleären 
Glucosesensors konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass sich bei einem Anstieg 
der extrazellulären Glucosekonzentration Glucose schnell im Zellkern anreichert. Dadurch 
wird die Glucokinase aus dem Komplex mit dem GRP freigesetzt. Es lässt sich 
schlussfolgern, dass der nukleäre Export der Glucokinase im Gegensatz zum Import von der 
Glucosekonzentration, nicht aber vom GRP abhängig ist. Durch die Etablierung der 
intrazellulären Glucosemessung konnten physiologische Prozesse in den Beta-Zellen des 
Pankreas und der Leber weiter aufgeklärt werden. Zukünftig kann diese neue Methodik zum 
besseren Verständnis der Pathogenese des Typ 2 Diabetes mellitus beitragen. 
Schlagwörter: Diabetes mellitus, Glucokinase, Glucokinase Regulatorprotein
Abstract  II 
Abstract 
Blood glucose regulation is mediated by the interplay of pancreatic beta cells and liver. In 
both organs, glucose transport and phosphorylation are controlled by the glucose transporter 
GLUT2 and glucokinase. In beta cells, glucose stimulates metabolic pathways that result in 
insulin secretion. The mechanism of glucose-stimulated insulin secretion can be divided into 
a triggering pathway that is dependent on KATP-channel closure, and an amplifying pathway. 
Both pathways eventually lead to calcium influx into the cell triggering insulin granule 
exocytosis. Real time analysis of intracellular glucose flux can provide further insights into 
the interplay between these signaling pathways in beta cells. In the present study, glucose 
measurements were performed by means of the fluorescence-based glucose sensor 
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Pglu-700µ-δ6. Using this method, glucose phosphorylation by glucokinase could be 
confirmed as the rate-limiting step of glucose flux. Furthermore, a concomitant analysis of 
intracellular glucose and calcium was performed for the first time in beta cells. Our study 
suggests that the intracellular calcium influx is initiated at a glucose threshold of 4 mmol/l. 
In contrast, large amplitude calcium oscillations were detected at an intracellular glucose 
concentration of 6-7 mmol/l. Calcium influx could be enforced by tolbutamide-mediated 
closure of KATP-channels. However, since tolbutamide did not evoke calcium oscillations, it 
can be concluded that oscillations are generated in a glucose-dependent manner through the 
amplifying pathway. In the liver, glucose metabolism is also regulated by glucokinase. 
Glucokinase activity is inhibited on the posttranslational level by binding to a liver specific 
“Glucokinase Regulatory Protein” (GRP). This protein translocates glucokinase into the 
nucleus at low glucose concentrations. Using a nuclear targeted version of the glucose 
sensor, our results showed that glucose accumulates very rapidly in the nucleus upon an 
increase of extracellular glucose. High glucose in the nucleus mediates dissociation of 
glucokinase from the GRP. Thus, we could show that the nuclear export of glucokinase is 
glucose-dependent, but independent from the GRP. In conclusion, the developed 
fluorescence based technique provided new insights into glucose-dependent processes in 
pancreatic beta cells and liver. This innovative method enables future studies towards 
understanding the pathogenesis of type 2 diabetes mellitus.  
 
Keywords: Diabetes mellitus, Glucokinase, Glucokinase Regulatory Protein
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Einleitung  1 
1 Einleitung 
1.1 Glucosehomöostase 
Die Glucose ist die Hauptenergiequelle aller Stoffwechselvorgänge des menschlichen 
Körpers. Die Glucosekonzentration im Blut ist unter physiologischen Bedingungen stets in 
relativ engen Grenzen von 4-8 mmol/l unter hormonellem Einfluss reguliert. In diesem 
Zusammenhang ist das wichtigste Hormon, das für die Senkung der 
Blutglucosekonzentration verantwortlich ist, das Insulin, welches in den Beta-Zellen der 
Langerhans’schen Inseln des Pankreas gebildet wird (Waldhäusl & Lenzen 2007). Die 
Ausschüttung des Insulins hat zum einen eine Erhöhung der Glykogensynthese in Leber und 
Muskelgewebe, und zum anderen eine vermehrte Glykolyse und Fettsäuresynthese in der 
Leber zur Folge. Weiterhin wird die Aufnahme der Glucose in der Muskulatur und im 
Fettgewebe über eine verstärkte Translokation des Glucosetransporters GLUT4 in die 
Plasmamembran dieser Zielgewebe erhöht. Das Insulin ist dabei der Auslöser einer 
rezeptorvermittelten Signalkaskade, die diese Translokation zur Folge hat. Zusätzlich wird 
eine Reihe von anabolen Stoffwechselwegen durch das Insulin positiv beeinflusst. Dies führt 
zu einer allgemeinen Erhöhung der Proteinbiosynthese bei gleichzeitiger Hemmung des 
Proteinabbaus, sowie der vermehrten Speicherung von Triacylglyceriden im Fettgewebe. 
Als hormoneller Gegenspieler zum Insulin bei niedrigen Blutglucosekonzentrationen tritt 
das in den Alpha-Zellen des Pankreas gebildete Peptidhormon Glucagon auf, dessen 
primäres Zielorgan die Leber ist. Dort vermittelt es gegenläufig zur Insulinwirkung die 
Bereitstellung und Abgabe von Glucose ins Blut durch Gluconeogenese und den Abbau von 
Glykogen. Muskel- und Fettgewebe tragen in der postprandialen Phase ebenfalls durch eine 
verminderte Glucoseverwertung zur Blutglucosehomöostase bei. 
1.2 Diabetes mellitus 
Der Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselerkrankung, bei der eine Störung der Regulation 
der Blutglucosehomöostase vorliegt. Als Folge eines Insulinmangels tritt als Leitbefund eine 
chronische Hyperglykämie auf. Zu den klassischen Symptomen gehören Gewichtsverlust, 
Polyurie, Polydipsie und Ketoazidose. 
Im Wesentlichen wird der Diabetes mellitus in zwei Typen eingeteilt, den Typ 1 und den 
Typ 2. Der Typ 1 betrifft ungefähr 5-10% aller Diabetesfälle in Deutschland und ist durch 
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einen absoluten Insulinmangel als Folge einer T-Zell vermittelten Autoimmunreaktion auf 
die Beta-Zellen des Pankreas charakterisiert (Waldhäusl & Lenzen 2007). Er erfordert eine 
obligate Substitution mit Insulin. Der Typ 2 Diabetes mellitus ist durch einen relativen 
Insulinmangel gekennzeichnet, welcher entweder die Folge einer peripheren Insulinresistenz 
und / oder einer verminderten Insulinsekretion der Beta-Zellen des Pankreas ist. Zu diesem 
Typ zählen in Deutschland ca. 90% der Diabetesfälle. Die Prävalanz des Typ 2 Diabetes 
mellitus beträgt in den westlichen Industrienationen ca. 4-5 % (Kerner 2009; Matthaei & 
Kloos 2009). Als Ursache für die Enstehung des Typ 2 Diabetes mellitus sind zum einen 
genetische Prädisposition und zum anderen Umweltfaktoren und Fehlernährung, bzw. eine 
Kombination dieser Parameter.  
1.3 Glucosesensorisches Netzwerk 
Die Aufrechterhaltung der Glucosehomöostase erfordert das Zusammenspiel mehrerer 
Organe, welche als glucosesensorisches Netzwerk beschrieben wurden. Dazu gehören 
Hepatozyten, pankreatische Alpha- und Beta-Zellen, endokrine Zellen der Darmmukosa (K- 
und L-Zellen), sowie neuronale Zellen der Hypophyse und des Hypothalamus. Hormonelle 
und neuronale Signalkaskaden zwischen diesen Organen ermöglichen eine schnelle 
Anpassung der Glucosehomöostase an die aktuelle Stoffwechsellage. Im Zentrum dieser 
Regulation stehen die Beta-Zellen des Pankreas (Kap. 1.4). In diesen Zellen, wie auch in den 
anderen Geweben des glucosesensorischen Netzwerks, wird das Enzym Glucokinase 
exprimiert (Kap. 1.5). Es nimmt eine Schlüsselfunktion in der Erhaltung der 
Glucosehomöostase ein.  
Der durch die Glucokinase vermittelte Glucosestoffwechsel in den Beta-Zellen stellt den 
primären Stimulus der Insulinsekretion dar. Signale aus dem glucosesensorischen Netzwerk 
haben zudem einen nachweisbaren Einfluss. Die Absorption der Glucose durch die Zellen 
der Darmmukosa führt zunächst zu einer Ausschüttung der Inkretinhormone GLP-1 und 
GIP. Die Beta-Zellen exprimieren eine Reihe von spezifischen Zelloberflächenrezeptoren, 
wie z.B. den GLP-1 und GIP Rezeptor, sowie weitere G-Protein gekoppelte Rezeptoren, 
welche intrazelluläre Signalwege beeinflussen (Thorens 2008), die final zur Insulinsekretion 
führen. Studien heben überdies eine Verbindung zwischen dem Hypothalamus und dem 
endokrinen Pankreas hervor, welche ebenfalls die Insulinsekretion beeinflusst (Parton et al. 
2007; Thorens 2010).  
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Neben den Beta-Zellen des Pankreas ist die Leber mit ihrer Fähigkeit des schnellen 
Wechsels zwischen Glucoseaufnahme und Glucosebereitstellung wesentlich an der 
Regulation der Blutglucosehomöostase beteiligt. Beiden Geweben ist gemeinsam, dass sie 
neben der Glucokinase den für die Glucoseerkennung wichtigen Glucosetransporter GLUT2 
exprimieren. Dieser niedrigaffine Glucosetransporter sorgt für die Kopplung extrazellulärer 
millimolarer Glucosekonzentrationen an die intrazelluläre Glucosekonzentration (Bell et al. 
1990; Kayano et al. 1990; Unger 1991; Thorens 1992; Lenzen & Tiedge 1994; Thorens 
2008). Das glucosephosphorylierende Enzym Glucokinase übernimmt nachfolgend die Rolle 
 
Abb. 1.1 Einfluss der Glucose auf glucosesensorische Gewebe. Der Anstieg der 
Blutglucose nach Nahrungsaufnahme führt zur Aufnahme des Substrates in das Gehirn, die 
Muskulatur und das Fettgewebe und zur Speicherung der Glucose in der Leber. Die Beta-
Zellen des Pankreas sezernieren das Insulin, welches in der Leber anabole Stoffwechselwege 
verstärkt und gleichzeitig die Gluconeogenese und den Glucoseausstrom verhindert. Überdies 
bewirkt das Insulin eine rezeptorvermittelte Translokation des GLUT4 Glucosetransporters in 
die Zielgewebe Muskel- und Fettgewebe, welche die Aufnahmerate für die Glucose erhöht. 
Niedrige Glucosespiegel verursachen die Ausschüttung von Glucagon, dem Gegenspieler des 
Insulins, aus den Alpha-Zellen des Pankreas. Neuronale und hormonelle Signale beeinflussen 
überdies die Glucoseverwertung und –wirkung in ihren Zielgeweben (Matschinsky et al. 
2006). 
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des eigentlichen „Glucosesensors“ (Meglasson & Matschinsky 1984; Meglasson & 
Matschinsky 1986; Lenzen & Panten 1988b; Matschinsky et al. 1993).  
Im Hinblick auf die Regulation der Blutglucosehomöostase sind die intrazellulären 
Regulationsprinzipien von Leber und Beta-Zellen des Pankreas somit von besonderem 
Interesse. Ihre weitere Aufklärung steht daher im Fokus der vorliegenden Arbeit. 
1.4 Glucosestimulierte Insulinsekretion in Beta-Zellen 
Die Beta-Zellen des Pankreas erfüllen eine wichtige Rolle in der Kontrolle der 
Blutglucosehomöostase, indem sie das Hormon Insulin synthetisieren und sezernieren.  
Insulin ist ein Peptidhormon, welches in seiner reifen Form aus zwei Peptidketten besteht, 
die über zwei Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Die Proteinbiosynthese des 
Insulins erfolgt zunächst durch Translation der codierenden mRNA, durch die eine Vorstufe 
des Proteins im ER synthetisiert wird, das Präproinsulin. Durch weitere Prozessierung, 
Abspaltung der Signalsequenz sowie der Ausbildung von Disulfidbrücken reift das Peptid 
weiter zum Proinsulin, welches im Golgi-Apparat in Sekretgranula verpackt wird. Hier 
kommt es unter Abspaltung des zwischen der A- und B-Kette gelegenen C-Peptids zur 
Entstehung des reifen Insulins. 
Die Glucose ist der wichtigste Stimulus der Insulinsekretion. Dieser Prozess unterliegt einer 
stringenten Kontrolle, die die Sezernierung des Hormons in Abhängigkeit der 
Blutglucosekonzentration steuert und als glucosestimulierte Insulinsekretion bezeichnet 
wird. Sie beschreibt eine Signalkaskade, die im Gegensatz zu anderen endokrinen Zelltypen 
aus dem Metabolismus der Glucose generiert wird (Lenzen & Panten 1988b; Lenzen 1990). 
Diese Stimulus-Sekretionskopplung kann im Wesentlichen in zwei Vorgänge geteilt werden, 
den sogenannten triggering pathway, welcher primär die glucoseabhängige Insulinsekretion 
auslöst, sowie den amplifying pathway, welcher durch Stoffwechselintermediate die 
Sezernierung des Insulins verstärkt.   
1.4.1 Triggering Pathway 
Die Glucose, welche extrazellulär in millimolaren Konzentrationen vorliegt, wird über den 
Glucosetransporter 2 (GLUT2) mittels erleichterter Diffusion entlang des 
Konzentrationsgradienten aus dem Blut in die Beta-Zellen aufgenommen. Hier erfolgt der 
erste Schritt der Glykolyse durch die Phosphorylierung mit dem Schrittmacherenzym der 
Glykolyse, der Glucokinase (Hexokinase Typ IV). Die Glucosephosphorylierung ist hierbei 
im Gegensatz zur Glucoseaufnahme der geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Lenzen & 
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Panten 1988b). Durch den anschließenden Stoffwechselfluss über die Glykolyse, den 
Citratzyklus und die Atmungskette wird in den Mitochondrien ATP generiert, welches den 
ATP/ADP Quotienten in der Zelle ansteigen lässt. Hierdurch kommt es zum Schließen von 
ATP-abhängigen Kaliumkanälen (KATP-Kanäle), welche aus 2 Untereinheiten 
zusammengesetzt sind, dem Sulfonylharnstoffrezeptor SUR1 und dem Porenprotein KIR6.2 
(Ashcroft et al. 1984; Cook & Hales 1984; Rorsman & Trube 1985; Aguilar-Bryan et al. 
1995; Inagaki et al. 1995). Das Schließen dieses Kanals durch Einwirkung von ATP hat eine 
Depolarisation der Zellmembran zur Folge. Dies bewirkt einen Einstrom von 
extrazellulärem Calcium durch spannungsabhängige Ca
2+
-Kanäle und damit schlussendlich 
die Verschmelzung von Insulinsekretgranula mit der Zellmembran und die Exozytose des 
Insulins (Abb. 1.2). 
 
 
Abb. 1.2 Konsensusmodell der glucosestimulierten Insulinsekretion.  
 
1.4.2 Amplifying pathway 
Die Insulinsekretion ist von dem primären Stimulus des Glucoseeinstroms und der 
nachfolgenden Phosphorylierung der Hexose abhängig. Jedoch können durch externe 
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hormonelle Einflüsse über rezeptorgekoppelte Kaskaden eine Reihe von zusätzlichen 
sekretionsverstärkenden Signalen gebildet werden. Überdies können weitere metabolische 
Signale im Kohlenhydratmetabolismus gebildet werden, die eine verstärkende Wirkung auf 
die Insulinsekretion ausüben. Im Unterschied zum auslösenden triggering pathway ist der 
amplifying pathway jedoch von dem Vorhandensein eines primären Auslösers abhängig. 
Neben der Glucose, welche in ihrer α-anomeren Form effektiv die Insulinsekretion 
stimuliert, können auch die Hexose Mannose, sowie α-Ketoisocapronsäure (KIC), die 
Aminosäure L-Leucin und das Leucin-Analog BCH die Insulinfreisetzung bewirken (Gylfe 
1976; Ashcroft 1981; Lenzen et al. 1986; Lenzen 1990). Die die Insulinsekretion 
verstärkende Wirkung der aus dem mitochondrialen Stoffwechsel generierten Metaboliten 
wird in zahlreichen Studien diskutiert (MacDonald et al. 2005). Der mögliche Einfluss der 
Generierung von NADPH wird dabei kontrovers diskutiert (Ivarsson et al. 2005; Urban & 
Panten 2005; Panten & Rustenbeck 2008). Insbesondere der Export von Citrat aus dem 
Mitochondrium ins Zytoplasma sowie ein direkter Einfluss des Citrats auf die 
Insulinsekretion wurde postuliert (Panten & Rustenbeck 2008).  
Die Abgabe des Insulins durch Exozytose erfolgt wie auch der Calciumeinstrom und 
Veränderungen des cAMP Spiegels in einer pulsatilen Form (Gylfe et al. 2000; Dyachok et 
al. 2008a). Das bedeutet, dass der konstante stimulatorische Glucoseflux im nachfolgenden 
Metabolismus zyklische Schwankungen generiert, die sich auf die Insulinsekretion 
auswirken. Es stellt sich jedoch die Frage, an welcher Stelle im Metabolismus diese 
Oszillationen generiert werden. In diesem Zusammenhang wurde postuliert, dass bereits der 
Glucoseflux einen oszillierenden Charakter besitzt und damit nachfolgende metabolische 
Signalwege maßgeblich mitbeeinflusst (Jung et al. 2000a; Kennedy et al. 2002). 
Charakteristisch für die Insulinsekretion aus isolierten pankreatischen Inselzellen ist 
überdies die Aufteilung in eine erste und zweite Phase. Die erste Phase ist durch einen 
direkten Anstieg der Insulinsekretion nach Erreichen von korrespondierenden Ca
2+
-
Oszillationen gekennzeichnet, während die zweite Phase bei gleichbleibendem 
Glucosestimulus durch eine konstante, aber im Vergleich zur ersten Phase verminderte 
Insulinabgabe charakterisiert wird. Der genaue Einfluss von amplifizierenden Signalen auf 
jede dieser beiden Phasen ist bislang noch ungeklärt (Henquin 2009).  
1.5 Glucokinase 
Das Enzym Glucokinase (EC 2.7.1.1) wird in der Leber und den pankreatischen Beta-Zellen 
(Lenzen & Panten 1988a), sowie in geringerem Maße auch in einigen endokrinen Zellen des 
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Darms und des Gehirns exprimiert (Jetton et al. 1994). Es gehört zur Gruppe der 
Hexokinasen und katalysiert den ersten Schritt des Glucosemetabolismus durch den Transfer 
einer Phosphatgruppe des ATPs auf das Glucosemolekül unter Generierung von Glucose-6-
Phosphat. Die Hexose-Phosphotransferasen können generell in zwei Gruppen unterteilt 
werden. Die Hexokinasen der ersten Gruppe umfassen die Isoenzyme I-III und zeichnen sich 
durch ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa und eine hohe Substrataffinität für Glucose 
mit Km-Werten von 20-130 µM aus. Ihre Aktivität wird durch Produkthemmung in 
physiologischen Konzentrationen durch Glucose-6-Phosphat reguliert (Middleton 1990). 
Die Glucokinase, auch als Hexokinase Typ IV bezeichnet, weist ein Molekulargewicht von 
ca. 52 kDa auf und ist damit etwa halb so groß wie die übrigen Hexokinasen. Sie besitzt eine 
kooperative Reaktionskinetik für das Substrat Glucose mit einem sigmoidalen 
Reaktionsverlauf und einem Hill-Koeffizienten von 1,5 – 1,7. Der S0.5-Wert für die Glucose 
liegt bei 7 – 10 mmol/l. Dies bedeutet eine deutlich geringere Substrataffinität im Vergleich 
zu den übrigen Hexokinasen (Lenzen & Panten 1988b; Lenzen 1990; Matschinsky 1990; 
Lenzen & Mirzaie-Petri 1992; Iynedjian 1993; Printz et al. 1993). Das Enzym unterliegt 
überdies keiner Produkthemmung durch Glucose-6-Phosphat. Der Umkehrpunkt der 
sigmoidalen Reaktionskinetik liegt im Bereich von etwa 5 mmol/l Glucose und damit nahe 
des Schwellenwertes zur Auslösung der glucoseinduzierten Insulinsekretion in Beta-Zellen. 
Diese Eigenschaften machen das Enzym zu einem idealen Kopplungsglied zwischen 
postprandial erhöhter extrazellulärer Blutglucose und metabolischen intrazellulären 
Glucosefluxänderungen, die in der Beta-Zelle zur bedarfsgerechten Insulinsekretion führen 
und in der Leber anabole Stoffwechselwege zur Speicherung der Glucose beeinflussen. 
Neben der Glucose, welche durch die Glucokinase bevorzugt in ihrer Alpha-anomeren Form 
phosphoryliert wird, können auch die Hexosen D-Mannose (80%), D-Fructose (20%) und 
D-2-Deoxyglucose (40% des Vmax-Wertes der D-Glucose) durch die Glucokinase 
phosphoryliert werden (Printz et al. 1993; Tiedge et al. 1997). 
Die Aminosäuresequenz der beiden Glucokinaseisoformen in Leber und Pankreas ist 
weitgehend identisch und unterscheidet sich nur in den ersten 11 N-terminalen Aminosäuren 
des insgesamt 465 Aminosäuren umfassenden Proteins (Magnuson & Shelton 1989). Die 
Transkription der mRNA steht in beiden Geweben unter der Kontrolle eines 
gewebespezifischen Promotors. Sie besteht aus insgesamt 10 Exons, von denen die Exons 2-
10 in beiden Zelltypen identisch sind. Die gewebespezifischen Kontrollregionen sind 27 kb 
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voneinander entfernt und beinhalten neben den Promotoren auch das erste Exon (Magnuson 
et al. 1989; Magnuson & Shelton 1989).  
Die Proteinstruktur konnte erstmals 1994 anhand von Kristallstrukturanalysen der Hefe-
Glucokinase beschrieben werden, welche eine 33%ige Homologie zur humanen Isoform 
aufweist (St Charles et al. 1994). Eine Röntgenkristallstrukturanalyse an der humanen Form 
gelang 2004 (Kamata et al. 2004). Diese Analysen geben Auskunft über die Substratbindung 
und eine mit dieser assoziierten Konformationsänderung, welche die Aktivität des Enzyms 
beeinflussen. Demnach besteht die Glucokinase aus zwei Domänen, die durch eine kurze 
Region miteinander verbunden sind, in dem sich auch das aktive Zentrum des Enzyms 
befindet und die ein Aufklappen des Enzyms ermöglicht. Hieraus ergeben sich mindestens 2 
Konformationen der Glucokinase, die in Abhängigkeit vom Öffnungswinkel der beiden 
Domänen zueinander variieren. Die aktive Konformation des Enzyms korrespondiert mit 
einer geschlossenen Form (closed form), bei der das Substrat eng von den beiden Domänen 
umschlossen wird. Ein Glucosemolekül ist dabei über 6 Aminosäuren an die Glucokinase 
gebunden. Die zweite weit offene Konformation (super-opened form) ermöglicht keine 
Bindung der Glucose an das aktive Zentrum und inaktiviert dadurch das Enzym (Abb. 1.3). 
Im Gegensatz zu den anderen Enzymen der Hexokinase-Familie unterscheidet sich die 
Glucokinase durch diese Flexibilität, die auch als eine Erklärung für die positive 
Kooperationskinetik dient (Cornish-Bowden & Storer 1986; Cardenas 1997). Darüber 
hinaus werden weitere Übergangsformen zwischen der weit offenen und der geschlossenen 
Konformation postuliert, die in einem durch die Glucosekonzentration definierten 
Gleichgewicht vorliegen (Kamata et al. 2004; Zhang et al. 2006; Antoine et al. 2009).  
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Abb. 1.3 Dreidimensionale Modellstruktur der Glucokinase in der weit offenen und der geschlossenen 
Form. Strukturmodell der Glucokinase in der weit offenen (A) (Protein Databank Identification 1V4T) und 
der geschlossenen (B) Konformation (Protein Databank Identification 1V4S). Die Darstellung erfolgte mit 
Hilfe des 3d molecule viewer (Invitrogen) (Baltrusch & Tiedge 2006a). 
 
1.6 Prinzipien der Regulation der Glucokinase in Leber 
und Beta-Zellen des Pankreas 
Die Glucokinase übernimmt sowohl in den Beta-Zellen als auch in der Leber die 
entscheidende Rolle des Glucosesensorenzyms. Obwohl die Genstruktur der Glucokinase, 
wie bereits erwähnt, in beiden Geweben weitgehend identisch ist, erfolgt die Regulation 
dieses Enzyms jedoch auf unterschiedliche Art und Weise. 
Auf der Ebene der Genregulation unterliegt die Transkription des Glucokinasegens in der 
Leber dem hormonellen Einfluss von Insulin (stimulierend) und Glucagon (antagonistisch) 
(Iynedjian 1993). Längeres Fasten bewirkt dabei eine Senkung der Transkriptionsrate 
(Tiedge & Lenzen 1995). Im Gegensatz hierzu erfolgt die Transkription des 
Glucokinasegens in der Beta-Zelle nicht unter Einfluss des Insulins, sondern unter Einfluss 
der Glucose (Tiedge & Lenzen 1991; Tiedge & Lenzen 1995). Wie in der 
glucosestimulierten Insulinsekretion zeigt sich hierbei erneut die direkte Abhängigkeit der 
Beta-Zellen von diesem Substrat, welches nicht nur als Signalmolekül für die 
Insulinsekretion fungiert, sondern überdies auch die transkriptionelle Regulation beeinflusst. 
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Um jedoch einen schnellen Wechsel der Enzymaktivität nach Blutglucoseanstieg 
gewährleisten zu können, existieren in beiden Geweben weitere regulatorische 
Mechanismen, die auf posttranslationaler Ebene die Aktivität der Glucokinase beeinflussen. 
Sowohl die Beta-Zellen des Pankreas, als auch die Leber exprimieren physiologische 
Aktivatoren, deren Wirkung durch eine direkte Bindung an das Enzym ermöglicht wird und 
die die Enzymaktivität der Glucokinase steigern. 
1.6.1 PFK-2/FBPase-2 als endogener Aktivator der Glucokinase in 
Leber und Beta-Zellen 
Das bifunktionelle Enzym 6-Phosphofructo-2-kinase/Fructose-2,6-bisphosphatase (PFK-
2/FBPase-2) wurde als Bindungspartner für die Glucokinase mit Hilfe von Random Peptide 
Phage Display Library Screening identifiziert (Baltrusch et al. 2001). Dieses Enzym tritt als 
Homodimer auf und katalysiert den Auf- und Abbau von Fructose-2,6-bisphosphat. Die 
Dimerisierung des Enzyms wird dabei über Bindung der beiden Kinasedomänen des 
Enzymkomplexes verursacht, nicht jedoch über die Bisphosphatasedomänen (Baltrusch et 
al. 2001; Okar et al. 2001). Die Interaktion der Glucokinase mit der PFK-2/FBPase-2 erfolgt 
über das Konsensusmotiv (SL)KVWT an den beiden gegenüberliegenden 
Bisphosphatasedomänen und führt sowohl in Hepatozyten als auch in pankreatischen Beta-
Zellen zu einer Steigerung der intrinsischen Enzymaktivität (Massa et al. 2004). Da in den 
Beta-Zellen des Pankreas die allgemeine Nährstoffverfügbarkeit keinen unmittelbaren 
Einfluss auf die Expression der Glucokinase hat, nimmt die PFK-2/FBPase-2 in diesen 
Zellen die besondere Rolle eines endogenen Aktivators ein.  
1.6.2 Weitere potentielle Regulationsmechanismen 
Für die Glucokinase wurde zudem eine Interaktion mit dem alpha-Tubulin nachgewiesen, 
die insbesondere in den Beta-Zellen des Pankreas in den Zusammenhang mit der 
tubulinassoziierten Bewegung der Insulinsekretgranula (Rizzo et al. 2002; Arden et al. 
2004) gebracht wurde (Baltrusch & Lenzen 2007a). Die Glucokinase tritt hierbei als 
Bindeglied zwischen dem Motorprotein Kinesin und den Insulingranula auf. Darüber hinaus 
wurden in Beta-Zellen eine Assoziation der Glucokinase mit den Mitochondrien (Danial et 
al. 2003; Kim et al. 2005) sowie Polyubiquitin bzw. Ubiquitin selbst (Bjorkhaug et al. 2007) 
beschrieben. Die genaue physiologische Rolle der Glucokinase für diese Protein-Protein-
Interaktionen ist noch ungeklärt. Die Bindung der Glucokinase an subzelluläre 
Kompartimente oder Matrixproteine in den Beta-Zellen des Pankreas sowie die direkte 
Interaktion mit der PFK-2/FBPase-2 in Hepatozyten stellen für beide Gewebe spezifische 
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Möglichkeiten zur posttranslationellen Modifikation der Enzymaktivität dar (Baltrusch & 
Tiedge 2006a; Baltrusch & Lenzen 2007a). Abbildung 1.4 veranschaulicht die in den Beta-
Zellen des Pankreas bekannten Regulationsmechanismen für die Glucokinaseaktivität. 
Neben den physiologischen Aktivatoren werden seit fast einem Jahrzehnt chemische 
Aktivatoren der Glucokinase und ihre Möglichkeiten für die Pharmakotherapie des Diabetes 
mellitus Typ 2 untersucht (Grimsby et al. 2003; Matschinsky et al. 2006; Rustenbeck et al. 
2010; Massa et al. 2011).  
 
 
Abb. 1.4 Regulation der Glucokinase. Schematische Darstellung der posttranslationellen Aktivitätsregulation 
in pankreatischen Beta-Zellen. In den Beta-Zellen des Pankreas wird die GK Aktivität durch Bindung an 
PFK2/FBPase-2 sowie GK-Aktivatoren bestimmt. Zudem ist die GK mit einer Reihe von zellulären Strukturen 
wie Tubulin und Insulinsekretgranula assoziiert, deren möglicher Einfluss auf die Enzymaktivität jedoch nicht 
nachgewiesen ist (Baltrusch & Tiedge 2006a). 
 
1.6.3 Glucokinase Regulatorprotein in der Leber 
Im Gegensatz zu den Beta-Zellen des Pankreas wird die Regulation der hepatischen 
Glucokinaseaktivität entscheidend durch das Vorhandensein eines leberspezifischen 
Glucokinase-Regulatorproteins (GRP) als allosterischen Bindungspartner beeinflusst (s. 
auch Abb. 1.5). Dieses 68 kDa große und 626 Aminosäuren umfassende Protein wurde 
Einleitung  12 
erstmals 1989 in der Rattenleber nachgewiesen (Van Schaftingen 1989a). Das GRP fungiert 
als kompetitiver Inhibitor der Glucokinase. Diese Bindung wird durch den 
Glucosestoffwechsel der Leberzelle und durch Fructosephosphate beeinflusst. Die 
Anwesenheit von Fructose-1-Phosphat mindert die Interaktion des GRP mit der 
Glucokinase, während Fructose-6-Phosphat eine Verstärkung dieser Bindung verursacht 
(Van Schaftingen 1994; Van Schaftingen et al. 1994). Dies reflektiert den prä- und 
postabsorptiven Status der Leber, in dem neben der Blutglucose auch die Fructose erhöht ist 
und in der Leber Fructose-1-Phosphat gebildet wird. Neben der direkten Bindung und 
Inaktivierung der Glucokinase durch das GRP, die nur in der weit offenen Konformation der 
Glucokinase möglich ist (Futamura et al. 2006), vermittelt das GRP eine Translokation der 
Glucokinase vom Zytoplasma in den Nukleus von Hepatozyten (Toyoda et al. 1995a; Brown 
et al. 1997; Niculescu et al. 1997; Shiota et al. 1999b). Unter basalen 
Glucosekonzentrationen wird dadurch ein Anteil der exprimierten Glucokinase in den 
Nukleus transloziert, während im postprandialen Zustand nach Erhöhung der 
Glucosekonzentration und von Fructose-1-Phosphat eine rückwärtige Verteilung der 
Glucokinase in das Zytoplasma beobachtet wurde. Diese GRP – abhängige Translokation 
der Glucokinase in den Nukleus konnte auch in einem artifiziellen Zellsystem gezeigt 
werden. Die Coexpression der Glucokinase und des GRP als Fusionskonstrukte mit EYFP 
bzw. ECFP wurde in COS-1 Zellen untersucht, in denen weder die Glucokinase noch das 
GRP endogen vorkommen. Eine solche Überexpression von fluoreszenzmarkierten 
Fusionskonstrukten aus ECFP-GK und EYFP-GRP zeigte eine deutliche Verlagerung der 
Glucokinase in den Nukleus bei niedriger Glucosekonzentration (5,5 mmol/l). Nach 
Erhöhung der Glucosekonzentration auf 25 mmol/l zeigte sich in den COS-1 Zellen eine 
deutliche Erhöhung des ECFP-GK Proteins im Zytoplasma (Baltrusch et al. 2005). Im 
Gegensatz dazu ist das GRP sowohl in Hepatozyten, als auch nach Überexpression in COS-
Zellen vorwiegend im Nukleus lokalisiert und nur zu einem geringeren Teil im Zytoplasma 
(Baltrusch & Tiedge 2006a). Der Import der Glucokinase in den Nukleus bei niedriger 
Glucose ist somit an die Bindung zum GRP gekoppelt. Glucokinasemutanten, denen eine 
Interaktion mit dem GRP nicht möglich ist, zeigten eine von der Anwesenheit des GRP und 
der Glucosekonzentration unbeeinflusste subzelluläre Verteilung. Die durch eine korrekte 
Konformation der Glucokinase ermöglichte Interaktion mit dem GRP ist daher 
ausschlaggebend für einen erfolgreichen Import in den Zellkern (Baltrusch et al. 2005). Im 
Gegensatz dazu ist der nukleäre Export der Glucokinase nach Glucoseanstieg bislang nicht 
schlüssig aufgeklärt. Die Glucokinase verfügt zwar über ein nukleäres Exportsignal, jedoch 
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ist der GK-Export nicht durch den Einsatz von Leptomycin B, einem Inhibitor des nukleären 
Exports beeinträchtigt (Shiota et al. 1999b). Andererseits könnte die GK mit ca. 52 kDa den 
Kern möglicherweise noch ohne Hilfe des Exportins verlassen. Dabei stellt sich 
insbesondere die Frage, ob der Export der Glucokinase unabhängig vom GRP erfolgt. In 
diesem Fall müsste es zu einer Dissoziation der beiden Interaktionspartner nach 
Glucoseanstieg im Nukleus kommen. Weiterhin gilt es zu klären, ob die Glucokinase im 
Nukleus eine spezifische Funktion übernimmt (Van Schaftingen & Veiga da Cunha 2004). 
Die Rolle des GRP als Interaktionspartner der Glucokinase innerhalb des Zytoplasmas ist 
ebenso weitgehend ungeklärt. Das GRP konnte zusammen mit der Glucokinase und dem 
pro-apoptotischen Protein BAD in Assoziation mit Mitochondrien in Hepatozyten 
nachgewiesen werden (Danial et al. 2003; Arden et al. 2006). Jedoch bleiben auch hier die 
exakten physiologischen Zusammenhänge eines solchen Multienzymkomplexes Gegenstand 
weiterer Untersuchungen. Studien an GRP-knockout Mäusen ergaben eine verminderte 
Expression der Glucokinase in der Leber dieser Tiere. Die Abwesenheit eines 
Glucokinasereservoirs im Nukleus führte hierbei zu einer verminderten Glucosetoleranz 
nach Fütterung der Tiere. Dies hebt die stabilisierende Rolle des GRP für die Glucokinase 
hervor, in der überdies durch die Bereitstellung ausreichender Mengen der Glucokinase im 
Nukleus eine direkte und schnelle Verfügbarkeit des Enzyms für die postprandiale 
Verstoffwechselung der Glucose gewährleistet wird (Farrelly et al. 1999; Grimsby et al. 
2000). 
Die Interaktion des GRP mit der Glucokinase erfolgt bei beiden Bindungspartnern über 
spezifische Epitope mit konservierter Aminosäuresequenz. Durch Einsatz eines systematisch 
phage display screenings konnte die Aminosäuresequenz –LSA-XX-VAG- als ein 
Konsensusmotiv für die Bindung an die Glucokinase identifiziert werden (Baltrusch et al. 
2001). Diese Sequenz ist homolog zu einem Motiv des humanen GRP mit der Sequenz 185-
SVGLSAPVAGQMD-197. Weiterhin wurde die Aminosäure S179 in der Umgebung dieser 
Konsensussequenz als kritischer Faktor für die Affinität zur Glucokinase identifiziert 
(Veiga-da-Cunha & Van Schaftingen 2002). Die Glucokinase hingegen besitzt eine Reihe 
von potentiellen Konsensusmotiven, die eine Bindung an das GRP ermöglichen können. 
Darunter treten besonders die beiden Leucin-Asparagin Bindungsstellen L58/N204 und 
L355/N350 hervor, die direkte Auswirkungen auf die GRP vermittelte Translokation der 
Glucokinase haben. Die Konformation der GK ist dabei für eine Bindung an das GRP von 
entscheidender Bedeutung und scheint in der bereits erwähnten weit offenen Konformation 
bevorzugt zu sein. Eine spezifische Aktivierung der Glucokinase in der Leber durch 
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pharmakologische GK-Aktivatoren könnte daher im Gegensatz zu den Beta-Zellen des 
Pankreas durch Interferenz mit dem GK-GRP Komplex erreicht werden (Baltrusch & 
Tiedge 2006a).  
 
Abb. 1.5 Regulation der Glucokinase in der Leber. In Hepatozyten erfolgt die Aktivitätsregulation der 
Glucokinase hauptsächlich durch das leberspezifische Glucokinase Regulatorprotein (GRP). Diese Bindung 
wird durch Fructose-1-Phosphat inhibiert und durch Fructose-6-Phosphat verstärkt. Des Weiteren wirken 
synthetische GK-Aktivatoren sowie der endogene Aktivator PFK2/FBPase-2 aktivierend. 
 
1.7 FRET in der Aufklärung zellulärer Metabolitenströme 
Die Entwicklung und Verbesserung moderner fluoreszenzbasierter Farbstoffe und Proteine 
innerhalb der letzten Jahrzehnte ist eine wichtige Voraussetzung für das Verständnis von 
physiologischen Vorgängen innerhalb einzelner Zellen. Die Entdeckung und Klonierung des 
green fluorescent protein (GFP) aus Aequorea victoria und die Generierung einer Reihe von 
Derivaten mit unterschiedlichen spektralen Eigenschaften (Shimomura et al. 1962; Prasher 
et al. 1992; Chalfie et al. 1994; Inouye & Tsuji 1994; Tsien 1998) ist ein Meilenstein in der 
Fluoreszenzmikroskopie. Diese fluoreszierenden Proteine können als noninvasive Marker 
und Fusionskonstrukte mit einem zu untersuchenden Protein zur Expression gebracht 
werden.  
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Das Auflösungsvermögen eines konventionellen Fluoreszenzmikroskops liegt bei etwa 200 
nm. Der Nachweis einer direkten Interaktion zweier unterschiedlich fluoreszenzmarkierter 
Proteine ist dadurch nicht direkt möglich. Eine Protein-Protein-Interaktion kann jedoch unter 
Einbindung des fluorescence resonance energy transfer (FRET)–Prinzips mit Hilfe der 
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Das FRET-Prinzip wurde erstmals 1932 von 
Perrin (Perrin 1932) theoretisch beschrieben, wurde jedoch entscheidend von Förster als ein 
quantenmechanischer Effekt beschrieben (Förster 1948). Es beruht auf der Tatsache, dass 
ein Fluorophor (sogenannter Donor) nach Anregung einen charakteristischen elektrischen 
Dipol erzeugt, dessen Energie auf direktem Weg auf ein benachbartes Fluorophor 
(sogenannter Akzeptor) übertragen werden kann und dieses wiederum zur Emission anregt. 
Der Energietransfer benötigt dabei im Wesentlichen zwei Voraussetzungen. Zum einen 
hängt der Energietransfer vom Abstand der beiden potentiellen FRET-Partner ab. Die 
Effizienz des Energieübertrages nimmt dabei mit der sechsten Potenz des Abstandes 
zueinander ab. Der sogenannte Förster Radius R0 beschreibt dabei den Abstand in dem die 
FRET-Effizienz bei 50% liegt. Dies resultiert in einem typischen Abstand von ca. 3 nm, 
maximal jedoch 10 nm, zwischen den beiden Fluorophoren. Als zweite Voraussetzung 
müssen das Emissionsspektrum des Donors und das Absorptionsspektrum des Akzeptors 
überlappen (Abb. 1.5). Die räumliche Orientierung der beiden Fluorophore zueinander kann 
als dritte Voraussetzung für einen effektiven Energietransfer angesehen werden (Schaufele 
et al. 2005). 
 
 
Abb. 1.6 Bedingungen für FRET.  
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Neben der ursprünglichen Anwendung des FRET-Prinzips zur Distanzmessung zweier 
Moleküle und dem Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen kann die räumliche 
Annäherung von Donor und Akzeptormolekülen auch für die Konzentrationsbestimmung 
von Metaboliten genutzt werden. Das Prinzip solcher Biosensoren beruht dabei auf der 
Nutzung eines spezifischen Bindungsmoleküls für einen Metaboliten. Man kann zwei 
verschiedene Prinzipien unterscheiden. Entweder kommt es durch Anwesenheit des 
Metaboliten zu einer Konformationsänderung im Bindungsmolekül und damit zu einer 
Annährung von Donor und Akzeptor, die jeweils endständig an das Bindungsmolekül 
fusioniert sind, oder zwei Bindungspartner, die jeweils mit Donor oder Akzeptor fusioniert 
sind, assoziieren oder dissoziieren in Anwesenheit des Metaboliten (Tsien et al. 1993). 
Diese Art von Biosensor konnte erstmals 1991 zur Detektion des intrazellulären cAMP-
Spiegels angewendet werden und basierte auf einer intermolekularen Energieübertragung 
zwischen der Rhodamin-markierten regulatorischen Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) 
und der Fluorescein-markierten katalytischen Untereinheit (Adams et al. 1991). 
Intramolekulare FRET-basierte Biosensoren wurden für eine Reihe weiterer Metaboliten 
entwickelt, darunter das cAMP (Ponsioen et al. 2004). Das cameleon, ein Ca
2+
-Sensor für 
die Detektion intrazellulärer Calciumveränderungen (Miyawaki et al. 1997; Nagai et al. 
2001; Zhang et al. 2002), hat bereits besonders breite Anwendung gefunden. Im Vergleich 
zum etablierten Calciumfarbstoff FURA kann das cameleon als Expressionskonstrukt durch 
spezifische targeting-Sequenzen auch gezielt in subzellulären Kompartimenten zur 
Expression gebracht werden und ermöglicht damit kompartimentspezifische Analysen des 
Calciumfluxes. FRET-basierte Biosensoren kamen weiterhin bereits zum Nachweis von 
cGMP (Honda et al. 2001), Proteinkinasen (Sato et al. 2002), des Redoxpotentials (Dooley 
et al. 2004) sowie der Aktivität von Ras und Rap1 (Mochizuki et al. 2001) zum Einsatz. 
Die Entwicklung von FRET-basierten Biosensoren für die Detektion von intrazellulärer 
Glucose und Galaktose basiert auf der Modifikation von bakteriellen periplasmatischen 
Bindeproteinen, die spezifisch für Monosaccharide sind. Als Donor-Akzeptor FRET-Paar 
wurden ECFP und Citrin (ein Derivat des EYFP) an solche Bindeproteine fusioniert 
(Deuschle et al. 2005a). Glucose verursacht durch die Bindung an die Erkennungsdomäne 
des Bindeproteins eine Konformationsänderung, welche die beiden FRET-Partner in ihrer 
räumlichen Zuordnung beeinflusst. Dies hat eine Veränderung der Energieübertragung 
zwischen Donor und Akzeptor zur Folge. Messbar ist dies durch Aufnahme der Emission 
von Donor und Akzeptor nach Anregung des Donors. Die gemessene Veränderung der 
FRET-Effizienz steht damit in direkter Abhängigkeit zur Konzentration des analysierten 
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zellulären Substrates. Ein linearer Anstieg der FRET-Effizienz in Abhängigkeit der 
Substratkonzentration kennzeichnet hierbei das Auflösungsvermögen eines solchen Sensors 
(Fehr et al. 2003a; Fehr et al. 2004b). Neben den glucosespezifischen Nanosensoren wurden 
weitere Konstrukte generiert, die z.B. für Ribose (Lager et al. 2003) und Maltose (Fehr et al. 
2002) spezifisch sind. Durch gezielte Mutation war es zudem möglich, die Affinität sowie 
gleichzeitig das Signal/Rausch-Verhältnis solcher Sensoren zu optimieren (Deuschle et al. 
2005b). Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Glucosesensor FLII
12
Pglu-700µ-δ6 
(Takanaga et al. 2008b) besteht aus dem periplasmatischen Bindeprotein mit besonderer 
Spezifität für Glucose und dem FRET-Paar ECFP/Citrin. Er erlaubt die ratiometrische 
Bestimmung intrazellulärer Glucose, durch Bestimmung des Emmissionsquotienten aus 




Abb. 1.7 Schematische Darstellung des FLIPglu Glucosesensors. Durch Fusionierung des FRET-Paares 
ECFP/Citrin an einen bakteriellen periplasmatischen Glucosetransporter (grau) entstand der FRET-
Glucosesensor FLIPglu. Die Bindungsdomäne bringt dabei durch eine Konformationsänderung nach 
Substratbindung die beiden FRET-Partner in räumliche Nähe und ermöglicht somit einen Energietransfer von 
Donor zu Akzeptor. 
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1.8 Fragestellung 
Die Beta-Zellen des Pankreas und die Leber übernehmen essentielle Funktionen in der 
Regulation der Blutglucosehomöostase. In beiden Geweben werden der Glucosetransporter 
GLUT2 und das glucosephosphorylierende Enzym Glucokinase exprimiert. Diese sind in der 
Lage, den intrazellulären Glucoseflux an nachgeschaltete metabolische Signalkaskaden zu 
koppeln.  
Die vorliegende Promotionsarbeit hatte daher die folgenden Ziele: 
1. Die Entwicklung von Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) – basierten 
intrazellulären Glucosesensoren ermöglicht im Gegensatz zu bereits etablierten Methoden 
der Glucosemessung eine direkte Erfassung des Glucosefluxes in Echtzeit. Der 
Glucosesensor FLIPglu sollte daher in klonalen und primären Beta-Zellen, sowie primären 
Hepatozyten zur Expression gebracht werden, um damit eine Glucosemessmethode in 
diesen Zellen zu etablieren. Zu diesem Zweck sollten sowohl eine stabil 
überexprimierende MIN6 Beta-Zelllinie, als auch adenovirale Vektoren mit der cDNA für 
das Sensorkonstrukt generiert werden. 
2. Das Zusammenspiel von Glucoseaufnahme und -phosphorylierung reguliert die 
Glucosekonzentration in der Zelle. Durch den Einsatz des Glucosesensors FLIPglu sollte 
daher eine Echtzeitanalyse und nachfolgende Quantifizierung von Glucoseinflux, -efflux 
und -stoffwechselkapazität durchgeführt werden. Dabei sollten insulinproduzierende mit 
nicht insulinproduzierenden Zellen verglichen werden. 
3. Störungen in der glucosestimulierten Insulinsekretion der Beta-Zellen des Pankreas sind 
eine Ursache des Typ 2 Diabetes mellitus. Daher sollte eine simultane 
fluoreszenzmikroskopische Analyse der intrazellulären Glucose- und 
Calciumkonzentration durchgeführt werden. Diese Messungen sollten eine zeitliche 
Korrelation des initialen Stimulus Glucose mit nachfolgenden Signalkaskaden der 
Insulinsekretion ermöglichen. 
4. Nur in der Leber vermittelt das GRP eine Translokation der Glucokinase zwischen 
Zytoplasma und Zellkern in Abhängigkeit von der Glucosekonzentration. Der 
Mechanismus des Glucokinaseexportes nach dem Anstieg der Blutglucose ist bislang 
weitgehend ungeklärt. Es wurde jedoch eine Dissoziation der Glucokinase vom GRP im 
Zellkern von Hepatozyten postuliert. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit anhand des 
Glucosemetabolismus untersucht werden, ob im Zellkern eine Dissoziation der 
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Glucokinase von ihrem regulatorischen Protein erfolgt und die Glucokinase dort bereits 
eine katalytische Aktivität aufweist. Hierzu sollte der Glucosesensor FLIPglu mit Hilfe 
einer NLS-Zielsequenz im Zellkern von Hepatozyten zur Expression gebracht werden.
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Background: Glucose stimulates insulin 
secretion in beta cells. 
Results: The FLII12Pglu-700µ-δ6 nanosensor is 
useful for real-time measurements of the 
intracellular glucose concentration in beta-cells.  
Conclusion: Concomitant analysis of glucose 
and calcium determined a glucose threshold of 4 
mM for the [Ca2+]i increase and of 7 mM for 
[Ca2+]i oscillations. 
Significance: Our findings provide new insights 
into the role of the amplifying insulin secretion 
pathway. 
SUMMARY 
Glucose is the physiological stimulus for 
insulin secretion in pancreatic beta cells. The 
uptake and phosphorylation of glucose 
initiates and controls downstream pathways, 
resulting in insulin secretion. However, the 
temporal coordination of these events in beta 
cells is not fully understood. The recent 
development of the FLII
12
Pglu-700µ-δ6 
glucose nanosensor facilitates real-time 
analysis of intracellular glucose within a 
broad concentration range. Using this 
fluorescence-based technique, we show the 
shift in intracellular glucose concentration 
upon external supply and removal in primary 
mouse beta cells with high resolution. Glucose 
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influx, efflux, and metabolism rates were 
calculated from the time-dependent plots. The 
glucose influx rate of beta cells expressing 
GLUT2 was ten-fold higher than that of non-
insulin-producing COS cells solely expressing 
GLUT1. Glucose metabolism was four-fold 
faster in beta cells than COS cells due to 
expression of the glucose sensor enzyme 
glucokinase. We found no evidence of 
oscillations of the intracellular glucose 
concentration in beta cells. Concomitant real-




acetoxymethyl-ester determined a glucose 
threshold of 4 mM for the [Ca
2+
]i increase in 
beta cells. Indeed, a glucose concentration of 7 
mM had to be reached to evoke large 
amplitude [Ca
2+
]i oscillations. The KATP 
channel closing agent tolbutamide was not 
able to induce large amplitude [Ca
2+
]i 
oscillations in the absence of glucose. Our 
findings suggest that glucose has to reach a 
threshold to evoke the [Ca
2+
]i increase and 
subsequently initiate [Ca
2+
]i oscillations in a 
KATP channel independent manner.  
Glucose-stimulated insulin secretion from 
pancreatic beta cells determines the blood 
glucose concentration. Upon facilitative uptake 
via the glucose transporter 2 (GLUT 2) (Thorens 
1992; Schuit 1997; Thorens & Mueckler 2010), 
glucose is phosphorylated by glucokinase and 
subsequently metabolized, leading to an increase 
in the ATP/ADP ratio (Lenzen & Panten 1988b; 
Lenzen 1992; Matschinsky 1996; Baltrusch & 
Tiedge 2006b). This increase mediates the 
closure of ATP-sensitive potassium (KATP) 
channels, followed by depolarization of the 
plasma membrane, causing voltage-gated 
calcium channels to open (Henquin 2009). 
Ultimately, insulin is released by an increase in 
intracellular free calcium ([Ca2+]i) (Lenzen et al. 
2000; Rorsman & Renstrom 2003; Baltrusch & 
Lenzen 2007b; Henquin 2009). However, this 
triggering pathway requires additional 
amplification signals generated through 
metabolic and neuronal mechanisms (Henquin 
2000; Henquin 2009). Exploring the interplay of 
these pathways is a significant challenge and 
requires sophisticated methodologies (Henquin 
2009). 
A rapid expansion in fluorescence-based sensors 
has facilitated real-time analysis of ions and 
metabolites, such as calcium (Miyawaki et al. 
1997), cAMP (Adams et al. 1991; Dyachok et al. 
2006), and ATP (Kennedy et al. 1999a; Heart et 
al. 2006a; Berg et al. 2009) in intact cells. Such 
measurements display changes in metabolites 
with much higher resolution than static analyses 
requiring cell disruption (Fehr et al. 2005a; 
Dyachok et al. 2006). Thus, live cell 
fluorescence microscopy approaches 
substantially contribute to our knowledge of 
regulatory networks controlling stimulus-
secretion coupling in beta cells (Lalonde et al. 
2005; Tiedge & Baltrusch 2011). 
Glucose uptake and metabolism have been 
quantified in beta cells and islets using 
enzymatic assays and radiolabeled glucose 
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analogues (Sener et al. 1993; Heimberg et al. 
1995; Sener et al. 1999b; Rasschaert et al. 2001; 
Baltrusch et al. 2006). Fluorescence labeled 
glucose has also been used successfully to study 
glucose uptake (Yamada et al. 2000; Yamada et 
al. 2007). In the past few years, so-called 
glucose nanosensors became available for 
intracellular glucose imaging in mammalian cells 
(Fehr et al. 2003b; Fehr et al. 2004c; Fehr et al. 
2005a; Lalonde et al. 2005). These nanosensors 
are based on the intramolecular fluorescence 
resonance energy transfer (FRET) response of an 
enhanced cyan fluorescent protein 
(ECFP)/citrine pair fused to a glucose-specific 
bacterial periplasmic binding protein (Fehr et al. 
2005a; Lalonde et al. 2005). A conformational 
change induced by glucose binding results in a 
concentration-dependent shift of the emission 
intensity ratios (Fehr et al. 2003b; Fehr et al. 
2004c). 
Another advance in this development is 
FLII12Pglu-700µ-δ6, a glucose nanosensor with a 
broad detection range of millimolar glucose 
concentrations (Takanaga et al. 2008a; Hou et al. 
2009; Takanaga & Frommer 2010). The aim of 
the present study was to investigate changes in 
the intracellular glucose concentration in beta 
cells in real-time using this new glucose 
nanosensor in combination with simultaneous 
[Ca2+]i measurements. 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Cellular FLIPglu Expression  
MIN6 and COS cells were grown in DMEM 
supplemented with 25 mM glucose, 10% 
(vol/vol) FCS, penicillin, and streptomycin in a 
humidified atmosphere at 37°C and 5% CO2. 
The pcDNA 3.1 vector was used for expression 
of FLII12Pglu-700µ-δ6 (FLIPglu) (Addgene 
plasmid 17866) (Takanaga et al. 2008a). COS 
cells were transiently transfected using jetPEI 
(Qbiogene, Montreal, Canada). Stable MIN6 
clones (MIN6-FLIPglu) were selected through 
resistance against G418 (250 µg/ml). Pancreatic 
islets were isolated from 6 to 10-week-old 
female NMRI mice by collagenase digestion in 
bicarbonate-buffered Krebs-Ringer solution. 
Beta cells were obtained using calcium-free 
Krebs-Ringer solution and kept in RPMI-1640 
medium supplemented with 5 mM glucose. Cells 
were transduced at a multiplicity of infection of 
10 for 2 h with adenoviral FLIPglu stock 
solution. Recombinant FLIPglu adenovirus was 
generated using the Ad-Easy viral vector system 
provided by B. Vogelstein (Baltimore, MD) (He 
et al. 1998). The FLIPglu coding cDNA was 
subcloned as a SalI-NotI fragment into the 
pShuttle-CMV vector, and the recombinant 
adenoviral plasmid was generated by 
homologous recombination with the pAdEasy-1 
plasmid in E. coli BJ5183 cells. Adenoviruses 
were produced in 293 cells and purified by CsCl 
gradient centrifugation. 
Recombinant FLIPglu Generation  
The full coding sequence of FLIPglu (Takanaga 
et al. 2008a) was subcloned in-frame into the 
BamHI and NotI sites of the pGEX-6P-1 
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expression vector and expressed in the dark in E. 
coli BL21 using the glutathione S-transferase 
(GST) Gene Fusion System (Amersham 
Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany). The 
GST-tag was cleaved by final incubation with 
PreScission protease. A total of 5µg protein was 
incubated in the dark for 5 min with 0, 0.1, 0.2, 
0.5, 1, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 25, 50, or 100 mM 
glucose in 100 µl Krebs-Ringer solution. Finally, 
ECFP and citrine fluorescence emission at 460 
nm and 544 nm, respectively, were recorded in a 
microplate in a Labsystems Fluoroskan Ascent 
Counter (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA), and ECFP was excited at 430 nm. 
Western Blot  
MIN6-FLIPglu and COS cells were 
homogenized in PBS (pH 7.4), and insoluble 
material was pelleted by centrifugation. Protein 
concentration was quantified by Bradford protein 
assay. A total of 40 µg protein was fractionated 
by reducing 10% SDS-PAGE and electroblotted 
onto polyvinylidine difluoride membranes. Non-
specific binding sites were blocked with 
Odyssey Blocking Buffer (Licor Biosciences, 
Lincoln, NE, USA) for 1 h at room temperature. 
Blots were incubated with GLUT1 (sc-7903, 
diluted 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA), GLUT2 (ab-54460, diluted 1:500, 
Abcam, Cambridge, U.K.), GK (sc-7908, diluted 
1:200, Santa Cruz Biotechnology), or HK (sc-
28885, diluted 1:200, Santa Cruz Biotechnology) 
antibody overnight at 4°C and then with the 
appropriate IRDye 800CW (Licor Biosciences) 
secondary antibody for 30 min at room 
temperature. Immunoreactivity was visualized 
using the Licor Infrared Imaging System (Licor 
Biosciences). 
Fluorescence Microscopy  
A cellR/Olympus IX81 (Olympus, Hamburg, 
Germany) inverted microscope system equipped 
with a Cellcubator (Olympus) to maintain 60% 
humidity, 37°C, and 5% CO2 was used. ECFP 
was excited with a D436/10 filter (AHF 
Analysentechnik, Tübingen, Germany). ECFP 
and citrine emission were detected 
simultaneously using a DV-CC Dual View 
System (Optical Insights LLC, Tucson, AZ) 
equipped with a 505 dcxr beam splitter and 
D465/30 and HQ535/30 emission filters or with 
455DCLP-D480/40 and 530DCLP-D560/40 
filter sets (AHF Analysentechnik). Glass 
coverslips were mounted in a chamber. 
Perifusion was performed with Krebs-Ringer 
solution at a flow rate of 1 ml/min using a 
peristaltic pump (Ismatec, Zürich, Switzerland). 
Images were taken every 2 seconds with an 
UPLSAPO 60 x 1.35 numerical aperture oil-
immersion objective (Olympus). For combined 
analysis of Ca2+ and FLIPglu, MIN6-FLIPglu 
cells were loaded with fura-2 acetoxymethyl 
ester by incubation in Krebs-Ringer solution 
containing 25 mM HEPES for 30 min at 37°C. 
HC340/26-HC387/11-BS409-HC510/84 filter 
sets were used for fura-2 acetoxymethyl ester, 
and images were obtained simultaneously every 
5 seconds. Automated solution switching by the 
perifusion system entailed a lag time of 70 sec 
until the compound concentration was reached. 
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Recordings shown in the figures are corrected 
for this delay. For multiple image analysis of 
MIN6-FLIPglu cells on 6-well plates, an 
UPLSAPO 20 x 0.75 numerical aperture 
objective and scanR software (Olympus) were 
used. The image focus was automatically 
determined from transmitted light images using a 
gradient method. After background correction, 
individual cells were automatically detected 
using an edge detection method and tracked over 
time. 
Measurement of Glucose and Pyruvate  
Batches of 2 x 106 cells were incubated for 1, 2, 
3, 5, 7, 9, or 10 min at 37°C and 300 rpm in 1 ml 
Krebs-Ringer solution in the presence of 10 mM 
glucose. Batches incubated for 10 min were 
centrifuged, washed, and incubated for 1, 2, 3, 5, 
7, or 10 min in Krebs-Ringer solution without 
glucose. At the end point, all samples were 
centrifuged and the supernatant removed. After 
addition of 1 ml Krebs-Ringer solution, the 
samples were heated for 5 min to 95°C and 
finally centrifuged. Glucose was determined in 
the supernatant using the glucose-
oxidase/peroxidase/o-dianisidin method and 
pyruvate by measuring the oxidation of reduced 
nicotinamide adenine dinucleotide in the 
presence of lactate dehydrogenase. 
Insulin Secretion  
For static incubation, MIN6-FLIPglu cells were 
seeded in 6-well microplates at a density of 3 x 
105 cells and grown for 3 days. Thereafter, cells 
were incubated for 1 h in bicarbonate-buffered 
Krebs-Ringer solution without glucose 
supplemented with 0.1% albumin and 
subsequently incubated for 1 h without glucose, 
with 10 mM glucose or 40 mM KCl. Thereafter, 
1 ml of the incubation buffer from each well was 
collected and gently centrifuged to remove 
detached cells. The secreted insulin was 
measured in the final supernatants 
radioimmunologically. 
Statistical Analysis  
Statistical analyses were performed using the 
Prism analysis program (Graphpad, San Diego, 
CA, USA). 
RESULTS 
Measurement of Intracellular Glucose using 
FLIPglu  
Glucose concentration was evaluated by two-
channel fluorescence analysis of the FLII12Pglu-
700µ-δ6 (FLIPglu) nanosensor. Fluorescence of 
citrine emission upon ECFP excitation and 
ECFP emission upon ECFP excitation was 
determined and the citrineem/ECFPem upon ECFP 
excitation ratio calculated. For direct comparison 
of individual experiments, the ratio calculated at 
0 mM glucose was set to 1 and values were 
presented as normalized ratios. 
The in vitro titration of recombinant purified 
FLIPglu exhibited a linear range for the change 
in citrineem/ECFPem ratio between 1 and 10 mM 
glucose (Fig. 1A). The binding constant for 
glucose was determined to be 0.572 ± 0.099 mM 
with a maximal normalized citrineem/ECFPem 
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ratio change of 0.42. MIN6 cells stably 
expressing FLIPglu were analyzed using a 
medium throughput microscopy approach with 
automated cell detection and calculation of the 
citrineem/ECFPem ratio. MIN6-FLIPglu cells 
showed a significantly higher citrineem/ECFPem 
ratio when incubated at 10 mM (1.402 ± 0.035) 
than at 1 mM (1.084 ± 0.014) glucose (Fig. 1B-
G). The ratio change was stable over time (Fig. 
1B-D) and independent from the individual cell 
morphology (Fig. 1E-F). 
Perifusion experiments revealed, in greater 
detail, the correlation between the change in 
citrineem/ECFPem ratio and the external glucose 
concentration in MIN6-FLIPglu cells (Fig. 2A). 
Glucose increased uniformly in the cytoplasm of 
MIN6 cells (Fig. 2B). Glucose influx was 
evaluated by quantifying the first 30 sec of the 
increase in the citrineem/ECFPem ratio when 
external glucose was increased. Finally, the rate 
of cytosolic glucose accumulation was compared 
to that of extracellular glucose (Fig. 2C). The Km 
for glucose was determined to be 9.6 mM in 
MIN6-FLIPglu cells. 
Effects of 3-OMG and MH on the Intracellular 
Glucose Concentration  
MIN6-FLIPglu cells were perifused with or 
without 10 mM glucose and the intracellular 
glucose concentration measured every 2 seconds 
(Fig. 3A). The addition of glucose to the medium 
evoked a rapid initial increase of glucose in 
MIN6 cells. Thereafter, the increase in 
intracellular glucose decelerated and stabilized. 
Removal of glucose from the medium resulted in 
an immediate intracellular decrease in MIN6 
cells (Fig. 3A). The glucose and pyruvate 
content in MIN6 cells was calculated by end-
point measurements (Fig. 3B). Glucose increased 
over 3 minutes directly after external supply, and 
pyruvate followed with a delay of 2 minutes. 
After removal from the medium, glucose 
decreased rapidly within one minute, whereas 
pyruvate declined slowly over 3 minutes in 
MIN6 cells (Fig. 3B). 
Primary mouse beta cells exhibited an 
intracellular glucose concentration trace after 
glucose supply and removal comparable to that 
of MIN6 cells (Fig. 3C). Addition of 3-OMG (10 
mM) or MH (10 mM) in the absence of glucose 
did not change the citrineem/ECFPem ratio, 
confirming that the compounds did not interact 
with the FLII12Pglu-700µ-δ6 nanosensor. 
Addition of 3-OMG (10 mM) in the presence of 
glucose (10 mM) resulted in a deceleration of the 
initial increase in the intracellular glucose 
concentration, whereas the steady state glucose 
concentration remained unchanged. In contrast, 
MH (10 mM) reduced the steady state glucose 
concentration. About that a slower decrease in 
the intracellular glucose concentration was 
detected after the removal of glucose from the 
medium (Fig. 3C) 
Beta cells were compared to COS cells with 
respect to glucose uptake and metabolism. 
Glucose influx, efflux, and metabolism, as well 
as the intracellular glucose concentration, were 
calculated from the citrineem/ECFPem ratio traces 
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(Fig. 3A and C) as follows. Glucose influx was 
evaluated by quantifying the first 30 sec of the 
increase in citrineem/ECFPem ratio when external 
glucose was increased from 0 to 10 mM (Fig. 
4A). Mouse beta cells exhibited a 60% faster 
glucose influx, whereas COS cells exhibited a 
78% slower glucose influx compared to MIN6 
cells. Glucose influx was diminished in mouse 
beta cells, MIN6 cells, and COS cells by 40%, 
89%, and 85%, respectively, in response to 3-
OMG (10 mM) (Fig. 4A). Supplementation with 
MH (10 mM) did not affect glucose influx. 
Glucose efflux and metabolism were evaluated 
by quantifying the first 60 sec of the decrease in 
the citrineem/ECFPem ratio when external glucose 
was reduced from 10 to 0 mM (Fig. 4B). 
Glucose efflux and metabolism were comparable 
in mouse beta cells and MIN6 cells. COS cells 
exhibited an 82% slower glucose efflux and 
metabolism compared to insulin-secreting cells. 
The glucose efflux/metabolism rate was 
significantly reduced in mouse beta cells and 
MIN6 cells in the presence of MH (10 mM), by 
49% and 45%, respectively. This reduction was 
not observed in COS cells. Addition of 3-OMG 
(10 mM) evoked a decrease (45%) in the glucose 
efflux rate in COS cells. This decrease was not 
observed in insulin-secreting cells. The 
intracellular glucose concentration at 10 mM 
glucose was evaluated by calculating the 
difference in the citrineem/ECFPem ratio before 
and after equilibration with 10 mM glucose (∆ 
citrineem/ECFPem) (Fig. 4C). Overall, mouse beta 
cells and MIN6 cells had significantly higher 
intracellular glucose concentrations than COS 
cells (Fig. 4C). Supplementation with MH (10 
mM) resulted in a significant decrease in the 
intracellular glucose concentration in mouse beta 
cells and MIN6 cells by 35% and 36%, 
respectively, but not in COS cells. In contrast, 3-
OMG reduced the intracellular glucose 
concentration in COS cells by 55%, but only by 
7% and 14% in mouse beta cells and MIN6 cells, 
respectively.  
Glucokinase, HK1, GLUT1, and GLUT2 are key 
regulators of glucose uptake and metabolism. In 
MIN6 cells, both GLUT1 and GLUT2 were 
expressed at the protein level, whereas only 
GLUT1 was produced in COS cells (Fig. 3). 
Glucokinase was detected only in MIN6 cells 
(Fig. 3). In contrast, HK1 was produced in both 
cell types, but at a much higher level in COS 
cells (Fig. 3). 
To evaluate the observed differences in 
intracellular glucose concentration, the effect of 
3-OMG (10 mM) and MH (10 mM) on insulin 
secretion was determined in MIN6-FLIPglu 
cells. Glucose-induced insulin secretion was 
significantly lowered by MH (10 mM), but not 
by 3-OMG (Fig. 6). KCl-induced insulin 
secretion in the presence of 3-OMG or MH was 
comparable to that of control (Fig. 6). 
Concomitant Analysis of Glucose Flux and 
Calcium Dynamics 
The excitation and emission spectrum of the Ca2+ 
sensor fura-2 acetoxymethyl ester did not 
interfere with measurement of the 
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citrineem/ECFPem ratio of the FLIPglu glucose 
nanosensor. Thus, loading of MIN6-FLIPglu 
cells with the fura-2 acetoxymethyl ester allowed 
simultaneous analysis of intracellular glucose 
and [Ca2+]i in real-time. 
In a cluster of 10 MIN6-FLIPglu cells, 
intracellular glucose simultaneously increased 
after glucose supply (Fig. 7A, upper panel). An 
increase in [Ca2+]i occurred within 1 min (Fig. 
7A, I-III), when glucose reached a threshold of 
~4 mM (Fig. 7B). However, synchronized high 
amplitude oscillations were not observed until 
the intracellular glucose concentration reached 
~7 mM (Fig. 7B). After the removal of glucose 
from the medium, the intracellular glucose 
concentration decreased simultaneously in the 
cell cluster (Fig. 7A, upper panel). At glucose 
concentrations below ~7 mM (Fig. 7B), [Ca2+]i 
declined. Subsequent perifusion with 40 mM 
KCl did not provoke changes in the 
citrineem/ECFPem ratio of FLIPglu. [Ca
2+]i 
increased instantly when KCl was added to the 
medium (Fig. 7A). However, the amplitude of 
the oscillations was less than that of the glucose 
stimulus.  
Addition of the KATP channel closing agent 
tolbutamide (500 µM) alone did not provoke 
noticeable changes in the intracellular glucose 
concentration (Fig. 8, upper panel). The mean 
increase in [Ca2+]i in the presence of tolbutamide 
was as high as with 10 mM glucose (Fig. 7 and 
8). However, tolbutamide induced only small 
amplitude [Ca2+]i oscillations (Fig. 8, lower 
panel). Addition of glucose (10 mM) to the 
medium resulted in an efficient increase in 
intracellular glucose and about that in [Ca2+]i 
oscillations with high amplitude (Fig. 8). 
DISCUSSION 
The ability of beta cells to translate changes in 
blood glucose concentration to insulin secretion 
is crucial for glucose homeostasis (Lenzen & 
Panten 1988b; Lenzen 1992; Thorens 1992; 
Matschinsky 1996; Schuit 1997; Rorsman & 
Renstrom 2003; Baltrusch & Tiedge 2006b; 
Henquin 2009; Thorens & Mueckler 2010). To 
elucidate defects in glucose uptake, metabolism, 
and signal recognition under diabetic conditions, 
real-time glucose measurements in beta cells are 
of crucial importance. Measuring the 
extracellular glucose concentration is easy, 
whereas determining the intracellular glucose 
concentration requires sophisticated techniques 
(Yamada et al. 2000; Fehr et al. 2005a; Lalonde 
et al. 2005; Yamada et al. 2007). A new 
fluorescence-based method to determine the 
intracellular glucose concentration became 
available through the development of FRET-
based glucose sensor molecules, so-called 
glucose nanosensors (Fehr et al. 2005a; Lalonde 
et al. 2005). The initially engineered glucose 
nanosensors detected the sugar in only a narrow 
concentration range and, therefore, were not 
suited for beta-cell-specific approaches (Fehr et 
al. 2003b; Fehr et al. 2004c). In contrast, 
FLII12Pglu-700µ-δ6 is a glucose nanosensor with 
a broad detection range, to millimolar glucose 
concentrations (Takanaga et al. 2008a; Hou et al. 
2009; Takanaga & Frommer 2010). In the 
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present study, we applied this glucose 
nanosensor for the first time in primary mouse 
beta cells by means of adenoviral transduction.  
To avoid experimental variability in the 
citrineem/ECFPem ratio due to transfection 
efficiency, we generated a stable FLII12Pglu-
700µ-δ6-producing MIN6 cell clone. Because 
insulin secretion of MIN6-FLII12Pglu-700µ-δ6 
cells and MIN6 control cells upon glucose 
stimulation was comparable, interference of 
glucose metabolism by the nanosensor can be 
excluded. The citrineem/ECFPem ratio observed 
by incubation without glucose was set to 1 in 
each experiment, allowing comparability 
between experimental groups. A similar 
FLII12Pglu-700µ-δ6 citrineem/ECFPem ratio 
change in response to 10 mM glucose was 
determined in MIN6 cells by two different 
approaches: static incubation in medium 
throughput experiments and single cell 
perifusion experiments. Consistent with findings 
in HepG2 cells by Takanaga and co-workers 
(Takanaga et al. 2008a), we observed a good 
correlation between the in vitro glucose-binding 
affinity of FLII12Pglu-700µ-δ6 and the in vivo 
normalized ratio change in MIN6 cells. Thus, 
estimation of the intracellular glucose 
concentration from the quantified 
citrineem/ECFPem ratio (Fehr et al. 2003b; Fehr et 
al. 2004c; Takanaga et al. 2008a; Hou et al. 
2009; Takanaga & Frommer 2010) seems to be 
justified in MIN6 cells. 
Recent studies have suggested that a reliable 
estimation of the intracellular glucose 
accumulation rate can be achieved by calculating 
from the initial increase in the time-dependent 
ratio plots (Yamada et al. 2000; Takanaga et al. 
2008a). In our approach, the rate of glucose 
accumulation in the cytosol of MIN6 cells had a 
Km of ~10 mM. This observation can best be 
explained by the mixed expression of GLUT2 
and GLUT1 in MIN6 cells (Thorens 1992; 
Schuit 1997; Thorens & Mueckler 2010). The 
Km for glucose of GLUT2 has been reported to 
be ~17 mM, whereas GLUT1 has a very high 
affinity for glucose (Thorens & Mueckler 2010). 
In the HepG2 hepatoma cell line, a Km of ~1.5 
for glucose was determined using the 
FLII12Pglu-700µ-δ6 nanosensor. In agreement 
GLUT1 has been shown to be highly expressed 
in HepG2 cells, whereas GLUT2, which is 
mainly present in primary hepatocytes, was 
down-regulated (Takanaga et al. 2008a). 
However, the intracellular glucose concentration 
is not simply determined by glucose uptake via 
facilitative transport, but reflects at least the sum 
of influx, efflux, synthesis, and metabolism.  
Our results suggest that the observed plateau of 
the citrineem/ECFPem ratio after glucose supply 
displays the steady state between glucose influx 
and metabolism in MIN6 cells. Under these 
conditions, glucose efflux and synthesis can be 
neglected in beta cells. After the initial increase 
in response to the glucose supply, intracellular 
glucose values determined by conventional end-
point measurements showed high variability, 
whereas the high time resolution of the 
FLII12Pglu-700µ-δ6 nanosensor kinetics 
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revealed a further increase in intracellular 
glucose with decreasing slope, which finally 
reached a stable plateau. During the slow 
increase in glucose concentration, the pyruvate 
concentration increased, indicating amplified 
glucose metabolism. After glucose removal, the 
intracellular concentration rapidly declined. This 
process is mediated by glucose phosphorylation 
and subsequent metabolism, as indicated by 
pyruvate production. Because GLUT proteins 
catalyze the facilitative transfer in a bidirectional 
manner (Thorens & Mueckler 2010), glucose 
efflux likewise contributes to the decrease in the 
intracellular glucose concentration. 
At low concentrations, the non-metabolizable 
glucose analogue 3-OMG is thought to delay the 
equilibration of glucose across the plasma 
membrane in beta cells without significantly 
affecting glucose-induced insulin secretion 
(Sener et al. 1999b). In agreement, we observed 
a retardation of glucose influx during perifusion 
of MIN6 cells with 10 mM glucose in the 
presence of 10 mM 3-OMG, and only a minor 
reduction in the intracellular glucose 
concentration and glucose-induced insulin 
secretion. Additional support for the explanation 
that the first initial increase in the 
citrineem/ECFPem ratio reflects glucose influx 
was obtained by analyzing primary mouse beta 
cells. After glucose supply, this fast initial 
increase in the citrineem/ECFPem ratio was 
detectable, but absent in the presence of 3-OMG. 
The slow glucose influx rate and higher 
responsiveness of MIN6 cells to 3-OMG 
compared to primary mouse beta cells can be 
explained by differences in the density of 
GLUT1 and GLUT2 in the plasma membrane 
(Heimberg et al. 1995; Schuit 1997; Thorens & 
Mueckler 2010). 
In non-insulin-producing COS cells, the level of 
glucose influx, efflux, and metabolism was 
significantly lower compared to primary mouse 
beta cells and MIN6 cells. This finding is 
consistent with the low level of GLUT1 
expression and absence of GLUT2. Because 3-
OMG strongly reduced intracellular glucose in 
COS cells, our results emphasize the rate-
limiting character of glucose uptake via GLUT1 
(Thorens & Mueckler 2010). In contrast, the rate 
of glucose metabolism in GLUT2-expressing 
cells is controlled at the glucose phosphorylation 
step (Thorens & Mueckler 2010). Glucokinase, 
the glucose-phosphorylating enzyme in beta 
cells, acts as a glucose sensor (Lenzen & Panten 
1988b; Lenzen 1992; Matschinsky 1996; 
Baltrusch & Tiedge 2006b). Accordingly, in our 
studies in primary mouse beta cells and MIN6 
cells, the competitive glucokinase inhibitor MH 
(Tiedge et al. 1997; Rasschaert et al. 2001) 
significantly diminished the intracellular glucose 
concentration and glucose-induced insulin 
secretion. 
Oscillations in glucose levels have been 
previously reported using a glucose enzyme 
electrode implanted into single isolated primary 
islets (Jung et al. 2000b; Kennedy et al. 2002). 
Therefore, glucose oscillations were proposed to 
be an early intrinsic trigger for the oscillatory 
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nature of the stimulus-secretion pathway in beta 
cells (Jung et al. 2000b; Kennedy et al. 2002). 
Oscillations in the intracellular glucose 
concentration, however, have not been 
determined in mouse beta cells using FLII12Pglu-
700µ-δ6 nanosensor-based analyses. Because 
random fluctuations within a narrow range were 
observed rather than synchronized glucose 
oscillations, we propose downstream 
metabolites, such as ATP, as pacemakers of 
oscillations. Recent studies support a direct 
interplay between ATP and [Ca2+]i beyond the 
KATP channel pathway (Detimary et al. 1998; 
Kennedy et al. 1999a; Heart et al. 2006a). 
Concomitant real-time analyses of intracellular 
glucose and [Ca2+]i have not been explored in 
beta cells previously. In agreement with studies 
in primary beta cells (Lenzen & Peckmann 
2001a; Dyachok et al. 2006; Baltrusch & Lenzen 
2007b; Dyachok et al. 2008b; Henquin 2009), 
[Ca2+]i showed an initial increase with 
subsequent pronounced oscillations in response 
to glucose in MIN6 cells. We observed a 
threshold of ~4 mM glucose for the [Ca2+]i 
increase. This glucose concentration is close to 
the inflection point of the sigmoidal activity 
curve of glucokinase, facilitating a fast switch to 
a higher rate of glucose metabolism. 
Interestingly, the calculated threshold for the 
[Ca2+]i decrease after glucose removal was ~7 
mM glucose. Therefore, a higher intracellular 
glucose concentration than in the initial phase 
can be hypothesized to be necessary for retaining 
[Ca2+]i oscillations and maintaining the second 
phase of insulin secretion. Taking into account 
that glucose, but not tolbutamide, is able to 
mediate large amplitude [Ca2+]i oscillations, our 
study provides further evidence of glucose-
induced amplifying signals for [Ca2+]i that 
bypass KATP channels (Henquin 2000; Lenzen & 
Peckmann 2001a; Henquin 2009). 
In conclusion, we have demonstrated that 
FLII12Pglu-700µ-δ6 nanosensor-based 
intracellular glucose analysis is well suited for 
beta-cell-specific approaches. Concomitant real-
time analysis with [Ca2+]i, and in future studies 
other key regulators, such as ATP, will provide 
further insight into the regulation of glucose-
induced insulin secretion in pancreatic beta cells 
and may help elucidate defects in diabetic 
conditions. 
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Figure 1. Glucose analysis using the FLIPglu nanosensor. (A) Recombinant FLIPglu was analyzed 
using a microplate fluorimeter in the presence of different glucose concentrations. Mean normalized 
citrineem/ECFPem ratios ± SEM of three individual experiments are shown. (B - G) MIN6-FLIPglu cells 
were analyzed by medium throughput microscopy. Fluorescence images were taken automatically 
either hourly over 4 h (B-D) or after 1 h (E-G). Images show the citrineem/ECFPem ratio as a green/red 
merged image in a representative cell over time (C, D) or cell cluster (F, G) incubated in 1 mM (B, 
black circles; C, E, striped bar; F) or 10 mM (B, black squares; D, E, black bar; G) glucose. Shown are 
mean values ± SEM from two individual experiments with a total of 201 – 235 traced cells (B) or 3753 
- 5534 cells (E) analyzed; *** p < 0.001 (Student’s t test). 
Figure 2. Intracellular glucose concentration in MIN6 cells. MIN6-FLIPglu cells were perifused in 
turn without or with increasing glucose concentrations as indicated by the bars. Fluorescence images 
were acquired every 2 seconds. (A) Normalized mean ratio traces of two individual experiments 
analyzing a total of 8 cells are shown. (B) Pseudocolored ratio images illustrate the ratio change at the 
three indicated time points (I-III) in two representative cells. (C) Fitted Michaelis-Menten kinetics of 
glucose influx as measured from the initial citrineem/ECFPem ratio change when glucose was added in 
the indicated concentration. 
Figure 3. Real-time intracellular glucose traces in mouse beta cells and MIN6 cells. (A) MIN6-
FLIPglu cells were perifused with or without glucose (10 mM) as indicated. Fluorescence images were 
acquired every 2 seconds. A mean normalized citrineem/ECFPem ratio trace ± SEM of 10 individual 
cells is shown. (B) Glucose (black circles) and pyruvate (grey square) content was determined in 
MIN6 cells by end-point measurements after incubation in Krebs-Ringer solution for 1, 2, 3, 5, 7, 9, or 
10 min with 10 mM glucose or after 10 min with 10 mM glucose plus 1, 2, 3, 5, 7, or 10 min without 
glucose. Shown are mean values ± SEM for four individual experiments. (C) FLIPglu-expressing 
mouse beta cells were perifused with or without glucose (10 mM) (grey line) as indicated. In addition, 
glucose perifusion was performed in the presence of MH (10 mM), (red line) or 3-OMG (10 mM), 
(black line) Fluorescence images were acquired every 2 seconds. A mean normalized citrineem/ECFPem 
ratio trace for 8 individual cells is shown. For clarity, SEM is only shown for control conditions. 
Figure 4. Effects of 3-OMG and MH on changes in the intracellular glucose concentration in 
mouse beta cells, MIN6 cells, and COS cells. Real-time intracellular glucose traces as shown in Fig. 
3 were used to calculate glucose influx, efflux, and metabolism in mouse beta cells, MIN6 cells, and 
COS cells. (A) The glucose influx rate was calculated from the initial change in citrineem/ECFPem ratio 
when the glucose concentration in the perifusion medium was changed from 0 to 10 mM glucose. (B) 
Glucose efflux/ metabolism rate was calculated from the change in the citrineem/ECFPem ratio when the 
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glucose concentration in the perfusion medium was changed from 10 to 0 mM glucose. (C) The 
intracellular glucose concentration was determined as ∆ citrineem/ECFPem ratio before and after 
equilibration with 10 mM glucose. Cells were analyzed with glucose alone (10 mM) (black bars) or 
with 3-OMG (10 mM) (striped bars) or MH (10 mM) (open bars). Mean values ± SEM of 10 - 26 
individual cell traces are shown. *p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 compared to controls; # p < 
0.05; ### p < 0.001 compared to MIN6 cells (ANOVA/Bonferroni’s multiple comparison test). 
Figure 5. Expression of glucose transporters and glucose phosphorylating enzymes in MIN6 and 
COS cells. Protein was isolated from MIN6-FLIPglu cells and COS cells, and 40 µg was loaded per 
lane. Glucokinase, HK1, GLUT1, and GLUT2 expression were analyzed by immunoblotting. 
Representative blots from three independent experiments are shown. 
Figure 6. Effects of MH and 3-OMG on insulin secretion in MIN6 cells. MIN6-FLIPglu cells were 
incubated after starvation without glucose (open bars), with glucose (10 mM) (black bars), or with 
KCl (40 mM) (striped bars) and MH (10 mM) or 3-OMG (10 mM). Insulin secretion is expressed per 
DNA content. Data are means ± SEM of four independent experiments. ** p < 0.01; *** p < 0.001 
compared to control cells; ### p < 0.001 compared to cells without compound (ANOVA/Bonferroni’s 
multiple comparison test). 
Figure 7. Concomitant real-time analysis of the intracellular glucose concentration and calcium 
dynamics in MIN6 cells. MIN6-FLIPglu cells loaded with fura-2 acetoxymethyl ester were perifused 
with or without glucose (10 mM) or KCl (40 mM) as indicated by the bars. Fluorescence images were 
acquired simultaneously every 5 seconds for glucose dynamics and [Ca2+]i. (A) An intracellular 
glucose trace ± SEM averaged from 10 clustered cells attaching each other (upper panel) and 
corresponding [Ca2+]i  oscillations from three representative cells (I-III) within this cluster are shown. 
(B) Depicted is an overlay of the intracellular glucose (black) and [Ca2+]i (red) trace ± SEM from 
clustered cells. Typical recordings from five independent experiments are shown. 
Figure 8. Effects of tolbutamide on the intracellular glucose concentration and calcium 
dynamics in MIN6 cells. MIN6-FLIPglu cells loaded with fura-2 acetoxymethyl ester were perifused 
with tolbutamide (500 µM) in the presence or absence of glucose (10 mM) as indicated by the bars. 
Fluorescence images were acquired simultaneously every 5 seconds for glucose dynamics and [Ca2+]i. 
An intracellular glucose trace ± SEM averaged from 10 clustered cells attaching each other (upper 
panel) and corresponding [Ca2+]i oscillations from a representative cell within this cluster (lower 
panel) is shown. Typical recordings from four independent experiments are shown. 
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Abstract 1 
The glucose phosphorylating enzyme glucokinase regulates glucose metabolism in the liver. 2 
Glucokinase enzyme activity is modulated by a liver specific competitive inhibitor, the 3 
glucokinase regulatory protein (GRP). This protein mediates nuclear import of glucokinase at 4 
low glucose concentrations in hepatocytes. It remains unknown, however, whether the GRP is 5 
also involved in the nuclear export of glucokinase. In the nucleus of primary hepatocytes the 6 
interaction between glucokinase and the GRP, measured by acceptor photobleaching 7 
fluorescence resonance energy transfer, was significantly lower at 20 than at 5 mmol/l 8 
glucose. Interestingly, the nuclear to cytoplasmic ratio of glucokinase was significantly 9 
reduced at 20 mmol/l compared to 5 mmol/l glucose, whereas that of the GRP was only 10 
marginally lower. Using selective photoconversion and fluorescence recovery after 11 
photobleaching of glucokinase and GRP fluorescence fusion proteins, we directly show the 12 
translocation process of the proteins in primary hepatocytes. The mobility of the GRP was 13 
independent from the glucose concentration. In contrast, the nuclear export rate of 14 
glucokinase was significantly higher at 20 than at 5 mmol/l glucose. Using a nuclear targeted 15 
version of the FLII
12
Pglu-700µ-δ6 glucose nanosensor, we investigate for the first time the 16 
nuclear glucose flux in primary hepatocytes. Nuclear glucose influx and efflux was 17 
significantly higher in hepatocytes compared to beta cells, another glucokinase expressing cell 18 
type. Thus, high glucose in the nucleus releases active glucokinase from the complex with the 19 
GRP. Our findings suggest that the glucokinase nuclear export in hepatocytes is depending on 20 
glucose, but not the GRP. 21 
22 
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Introduction  1 
Glucokinase regulates glycolytic flux at physiological millimolar glucose concentration in the 2 
liver and pancreatic beta cells (Lenzen & Panten 1988b; Iynedjian 1993; Matschinsky 1996; 3 
Baltrusch & Tiedge 2006c). Transcriptional mechanisms and on the posttranslational level 4 
interaction with regulatory proteins modulate glucokinase enzyme activity (Lenzen & Panten 5 
1988b; Iynedjian 1993; Matschinsky 1996; Baltrusch & Tiedge 2006c). The glucokinase 6 
regulatory protein (GRP) is liver specific and plays in heaptocytes the most important role in 7 
glucokinase regulation (Van Schaftingen 1989b; Vandercammen & Van Schaftingen 1991; 8 
van Schaftingen et al. 1992; van Schaftingen et al. 1997; de la Iglesia et al. 2000). 9 
The GRP binds glucokinase in the absence of glucose, when the enzyme resides in the super-10 
opened conformation (van Schaftingen et al. 1997; de la Iglesia et al. 2000; Baltrusch et al. 11 
2005; Baltrusch & Tiedge 2006c; Futamura et al. 2006; Heredia et al. 2006b; Zhang et al. 12 
2006; Antoine et al. 2009). Glucose causes transition of glucokinase to a closed conformation, 13 
in which the enzyme is active and not accessible for interaction with the GRP (Kamata et al. 14 
2004; Zhang et al. 2006; Antoine et al. 2009). We observed evidence, that the L58/N204 15 
motif in the hinge region of glucokinase confers binding to GRP, whereas the L355/N350 16 
motif modulates the binding affinity for GRP in the super-opened conformation (Baltrusch et 17 
al. 2005). However, further regions might be involved in binding, as demonstrated by 18 
naturally occurring activating and inactivating glucokinase mutations with reduced 19 
susceptibility to competitive inhibition by the GRP (Veiga-da-Cunha et al. 1996a; Veiga-da-20 
Cunha et al. 1996b; Heredia et al. 2006b). Glucokinase:GRP complex formation is stimulated 21 
by fructose-6-phosphate and suppressed by fructose-1-phosphate (Van Schaftingen 1989b; 22 
Niculescu et al. 1997; van Schaftingen et al. 1997; Mukhtar et al. 1999; Veiga-da-Cunha & 23 
Van Schaftingen 2002; Baltrusch & Tiedge 2006c). However, species differences exist in 24 
these regulatory properties of the GRP (Brocklehurst et al. 2004a). 25 
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The binding to the GRP mediates translocation of glucokinase to the nucleus in hepatocytes. 1 
In the absence of the GRP, in pancreatic beta cells, glucokinase is exclusively localized in the 2 
cytoplasm (Vandercammen & Van Schaftingen 1993; Baltrusch & Tiedge 2006c). Thus, in 3 
liver, but not in pancreatic beta cells, nuclear to cytoplasmic compartmentation regulates 4 
glucokinase enzyme activity (Vandercammen & Van Schaftingen 1993; Baltrusch & Tiedge 5 
2006c). In response to an increase in the glucose concentration, glucokinase rapidly 6 
translocates from the nucleus to the cytoplasm (Toyoda et al. 1995b; Fernandez-Novell et al. 7 
1999; de la Iglesia et al. 2000; Jetton et al. 2001; Baltrusch et al. 2005; Wolff et al. 2008). 8 
Likewise small molecule glucokinase activators evoked an increase in cytoplasmic 9 
glucokinase in hepatocytes (Brocklehurst et al. 2004b; Futamura et al. 2006; Wolff et al. 10 
2008). The mechanism of this glucokinase nuclear export, however, is less understood 11 
(Vandercammen & Van Schaftingen 1993; Agius et al. 1995; Toyoda et al. 1995b; Brown et 12 
al. 1997; van Schaftingen et al. 1997; de la Iglesia et al. 1999; Mukhtar et al. 1999; Shiota et 13 
al. 1999a; Bosco et al. 2000b; Jetton et al. 2001; Baltrusch & Tiedge 2006c). 14 
Glucokinase and the GRP have a size, which is clearly above the limit of the nuclear pore 15 
complexes. Thus, both proteins require RanGTP dependent nuclear transport receptors 16 
(Güttler & Gorlich 2011). It was proposed, that the glucokinase nuclear export is mediated by 17 
a leucine rich nuclear export signal in the protein (Shiota et al. 1999a). However, leptomycin 18 
B, an inhibitor of this exportin 1 system did not inhibit the glucokinase nuclear export 19 
(Mukhtar et al. 1999). Other nuclear transport receptors (Güttler & Gorlich 2011) or a GRP 20 
dependent nuclear export for glucokinase, therefore, have to taken also into account. Thus, the 21 
aim of the study was to investigate the nuclear export of glucokinase in hepatocytes in 22 
consideration of the GRP translocation and the nuclear glucose flux. 23 
24 
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Results 1 
Interaction and localisation of glucokinase and the GRP in primary rat hepatocytes 2 
To investigate direct interaction between glucokinase and GRP using acceptor photobleaching 3 
FRET, the endogenous proteins were labelled with Cy3 and Cy5, respectively. By binding of 4 
the target proteins, FRET occurs between Cy3 and Cy5, and photobleaching of Cy5 5 
fluorescence results in enhanced Cy3 fluorescence. Interaction between glucokinase and GRP 6 
was tenfold higher at 5 mmol/l glucose than at 20 mmol/l glucose (Fig. 1). Fructose-6-7 
phosphate (F-6-P) evoked a significantly enhanced in interaction at 5 mmol/l glucose (2.03 ± 8 
0.32 vs. 4.37 ± 0.86), whereas fructose-1-phosphate (F-1-P) lowered the binding at 20 mmol/l 9 
glucose (0.21 ± 0.40 vs. 0.12 ± 0.18) (Fig. 1). 10 
To study the sub-cellular localization of endogenous glucokinase and GRP the nuclear to 11 
cytoplasmic ratio was determined in primary rat hepatocytes. At 5 mmol/l glucose both 12 
proteins showed a comparable nuclear to cytoplasmic ratio. At 20 mmol/l glucose, the nuclear 13 
to cytoplasmic ratio of glucokinase was significantly reduced (3.42 ± 0.19 vs. 2.00 ± 0.11) 14 
(Fig. 2). In contrast, only a minor reduction in the nuclear to cytoplasmic ratio of the GRP 15 
was observed (3.44 ± 0.17 vs. 3.05 ± 0.13) (Fig.2). 16 
Translocation of glucokinase and the GRP in primary rat hepatocytes 17 
Selective photoconversion of Dendra2 in the nucleus of rat hepatocytes was used to detect the 18 
nuclear export of glucokinase and GRP (Fig. 3A). The nuclear export rate of the 19 
photoconverted red Dendra2 alone was 20-fold higher than those determined for Dendra2-GK 20 
and Dendra2-GRP fusion proteins (Fig. 3A). With a size of 28 kDa, Dendra2 can translocate 21 
through the nuclear pore complexes. In contrast, translocation of Dendra2-GK and Dendra2-22 
GRP requires active transport by the exportin system. While the nuclear export rate of the 23 
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GRP was comparable at 20 and 5 mmol/l glucose, glucokinase showed a significantly lower 1 
nuclear export rate at 5 mmol/l glucose (-0.0056 ± 0.0061 vs. -0.0509 ± 0.0081) (Fig. 3A). 2 
To confirm these results fluorescence recovery after photobleaching of EYFP-GK and EYFP-3 
GRP fusion proteins was measured in the nucleus (Fig. 3B) and cytoplasm (Fig. 3C). 4 
Consistently, glucokinase, but not the GRP showed an alteration in the recovery rate as a 5 
function of the glucose concentration. At 20 mmol/l glucose with 65 ± 2 % a significantly 6 
lower percentage of EYFP-GK was measured in the nucleus compared to 5 mmol/l glucose 7 
(73 ± 2 %) (Fig. 3B). The adverse effect was observed in the cytoplasm. At 20 mmol/l 8 
glucose with 91 ± 1 % a significantly higher percentage of EYFP-GK was measured 9 
compared to 5 mmol/l glucose (84 ± 1 %) (Fig. 3C).  10 
Glucokinase enzyme activity and immunoreactivity in the cytoplasm and nucleus of 11 
primary rat hepatocytes and MIN6 beta cells 12 
Glucokinase immunoreactivity and enzyme activity was detectable in the nucleus of rat 13 
hepatocytes (Fig. 4A and B). MIN6 beta cells not endogenously expressing GRP were 14 
transiently transfected with EYFP-GRP (Fig. 4D) or as a control with the fluorescence protein 15 
EYFP alone (Fig. 4C). Like endogenous GRP in hepatocytes (Fig. 2), EYFP-GRP was 16 
predominantly detected inside the nucleus with a smaller fraction still present in the cytosol. 17 
Glucokinase immunoreactivity was measurable inside the nucleus of EYFP-GRP expressing 18 
cells and glucokinase enzyme activity was significantly decreased in cytosolic fractions, 19 
whereas being markedly increased in nuclear fractions compared to control cells (Fig. 4A and 20 
B). 21 
Real-time analysis of the glucose concentration in the nucleus and cytoplasm of primary 22 
rat hepatocytes and MIN6 beta cells 23 
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Real-time glucose measurements were performed using FLII
12
Pglu-700µ-δ6 (FLIPglu) 1 
(Kaminski et al. 2011). Generation of a nuclear targeted version of FLII
12
Pglu-700µ-δ6 2 
(FLIPglu-NUC) has enabled nucleus specific measurements. Finally, the glucose influx rate 3 
(Fig. 5A) and the glucose efflux/ metabolism rate (Fig. 5B) were quantified from the time-4 
dependent plots (Kaminski et al. 2011). In the cytoplasm a comparable glucose influx was 5 
measured in MIN6 beta cells and hepatocytes. In contrast, in the nucleus a significantly higher 6 
glucose influx was determined in hepatocytes compared to MIN6 beta cells (0.565 ± 0.093 vs. 7 
0.230 ± 0.036) (Fig. 5A). Expression of the GRP did not change the nuclear glucose influx in 8 
MIN6 beta cells. In hepatocytes a slightly lower cytoplasmic glucose efflux and metabolism 9 
were detectable compared to MIN6 beta cells. The nuclear glucose efflux/ metabolism rate of 10 
MIN6 beta cells was the same as determined in non-glucokinase expressing COS cells, 11 
whereas hepatocytes showed a significantly higher rate (0.239 ± 0.024 vs. 0.101 ± 0.023). 12 
Importantly, expression of the GRP significantly increased the nuclear efflux/ metabolism rate 13 
in MIN6 beta cells. 14 
15 
Publikationen  61 
  
Discussion 1 
Glucokinase is a key regulator of glucose metabolism in the liver (Baltrusch & Tiedge 2 
2006c). Glucose induces a closed conformation of glucokinase, in which the enzyme is active. 3 
In the absence of glucose, glucokinase relaxes to a super-opened conformation (Kamata et al. 4 
2004; Zhang et al. 2006; Antoine et al. 2009). This glucokinase conformation allows 5 
interaction with the liver specific GRP (van Schaftingen et al. 1997; Kamata et al. 2004; 6 
Baltrusch & Tiedge 2006c; Zhang et al. 2006; Antoine et al. 2009). In addition to the 7 
competitive inhibition (Vandercammen & Van Schaftingen 1991), the GRP sequesters 8 
glucokinase to the nucleus (Vandercammen & Van Schaftingen 1993; Agius et al. 1995; 9 
Toyoda et al. 1995b; Brown et al. 1997; van Schaftingen et al. 1997; de la Iglesia et al. 1999; 10 
Mukhtar et al. 1999; Shiota et al. 1999a; Bosco et al. 2000b; Jetton et al. 2001; Baltrusch & 11 
Tiedge 2006c). The presence of glucokinase in the nucleus is dependent upon the GRP, 12 
because in beta cells, where the GRP is not expressed, glucokinase is exclusively localized in 13 
the cytoplasm (Baltrusch & Tiedge 2006c). In agreement with previous experiments (de la 14 
Iglesia et al. 1999; Shiota et al. 1999a; Bosco et al. 2000b; Baltrusch et al. 2005; Langer et al. 15 
2010), we have shown that overexpression of the GRP in MIN6 beta cells evokes 16 
translocation of glucokinase to the nucleus. Thus, glucokinase nuclear import is obviously 17 
mediated by the GRP. 18 
However, the mechanism of the glucokinase nuclear export and the involvement of the GRP 19 
in this process are controversially discussed (Vandercammen & Van Schaftingen 1993; Agius 20 
et al. 1995; Toyoda et al. 1995b; Brown et al. 1997; van Schaftingen et al. 1997; de la Iglesia 21 
et al. 1999; Mukhtar et al. 1999; Shiota et al. 1999a; Bosco et al. 2000b; Jetton et al. 2001; 22 
Baltrusch & Tiedge 2006c). We have investigated for the first time direct interaction of 23 
endogenous proteins by acceptor photobleaching FRET in primary rat hepatocytes. In the 24 
nucleus, interaction between glucokinase and GRP was significant at 5 mmol/l glucose, but 25 
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nearly lost at 20 mmol/l glucose. In line with other studies, the nuclear to cytoplasmic ratio of 1 
glucokinase was significantly reduced at 20 mmol/l compared to 5 mmol/l glucose. The 2 
nuclear to cytoplasmic ratio of the GRP was at 20 mmol/l glucose slightly lower than at 5 3 
mmol/l glucose (Rees et al. 2011), however, in comparison with glucokinase not significantly 4 
changed as a function of the glucose concentration. 5 
Our results suggest that nuclear export of glucokinase is glucose dependent, whereas the GRP 6 
shuttles continuously between the nucleus and cytoplasm in hepatocytes. Kinetic analyses of 7 
nuclear export of glucokinase and GRP by selective photoconversion of Dendra2 fusion 8 
proteins (Gurskaya et al. 2006; Baltrusch & Lenzen 2007a; Baltrusch & Lenzen 2008) have 9 
not been explored previously in primary hepatocytes. Nuclear export of Dendra2-glucokinase 10 
and Dendra2-GRP was slow compared to the fluorescence protein Dendra2 alone. This 11 
observation can best be explained by the size of the fusion proteins, which is above the 12 
exclusion size for crossing the nuclear pore complexes (Güttler & Gorlich 2011). The role of 13 
the putative leucine rich nuclear export signal in the glucokinase (Shiota et al. 1999a) could 14 
not be investigated by this approach, because mutations of these leucine residues showed a 15 
loss of interaction with the GRP, thus of nuclear import (Baltrusch et al. 2005) (and S.B. 16 
unpublished observation). Therefore, masking of the glucokinase nuclear export signal in the 17 
complex with the GRP can be hypothesized (Shiota et al. 1999a).  18 
We demonstrated for the first time nuclear export of glucokinase and GRP in living primary 19 
rat hepatocytes. Interestingly, nuclear export of Dendra2-GRP was comparable at 5 and 20 20 
mmol/l glucose, whereas nuclear export of glucokinase was only detectable at 20 mmol/l 21 
glucose. Further support for the difference in nuclear export of glucokinase and the GRP was 22 
obtained from our fluorescence recovery after photobleaching experiments using EYFP-23 
glucokinase and EYFP-GRP. Glucokinase, but not the GRP showed changes in the 24 
fluorescence recovery rate as a function of the glucose concentration.  25 
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Therefore, a glucokinase release from the GRP in the nucleus of hepatocytes can be assumed, 1 
if glucose rapidly increased in the nucleus after an external supply. Using the recently 2 
established FLII
12
Pglu-700µ-δ6 based real-time method (Fehr et al. 2004c; Takanaga et al. 3 
2008a; Kaminski et al. 2011) we in fact observed a comparable increase of the glucose 4 
concentration in the nucleus and in the cytoplasm of hepatocytes. The fast nuclear glucose 5 
influx was specific for hepatocytes. MIN6 beta cells showed a significantly lower nuclear 6 
glucose influx, whereas the cytoplasmic glucose influx was comparable to hepatocytes. 7 
Interestingly, overexpression of the GRP did not increase the nuclear glucose influx in MIN6 8 
beta cells. Thus, our study provides first evidence that hepatocytes have a unique nuclear 9 
glucose influx capacity.  10 
Glucose metabolism in the nucleus of hepatocytes, however, is dependent on the GRP 11 
expression (Niculescu et al. 1997). The nuclear glucose metabolism rate of MIN6 beta cells 12 
was comparable to that of COS cells, but significantly lower than in hepatocytes. 13 
Overexpression of the GRP in MIN6 cells resulted in a significant elevation of the nuclear 14 
glucose metabolism. This observation can best be explained by sequestration of glucokinase 15 
into the nucleus by the GRP and subsequent release at increasing nuclear glucose 16 
concentration. Accordingly, glucokinase enzyme activity could be measured in the nucleus of 17 
hepatocytes and GRP overexpressing MIN6 beta cells, but not in control MIN6 beta cells.  18 
In conclusion, we have demonstrated that the increase in the nuclear glucose concentration 19 
releases glucokinase from the complex with the GRP and mediates a GRP independent 20 
glucokinase export. This observation provides new knowledge for the development of liver 21 
specific glucokinase activators as therapeutics for the treatment of type 2 diabetes mellitus 22 
and to the understanding of the consequence of genetic variants of the GRP on diabetes risk 23 
(Rees et al. 2011).  24 
25 
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Materials and Methods 1 
Cell culture 2 
MIN6 and COS cells were grown in DMEM supplemented with 25 mmol/l glucose, 10% 3 
(vol/vol) FCS, penicillin, and streptomycin in a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO2. 4 
Cells were transfected with the vector DNA by the use of jetPEI (Qbiogene, Montreal, 5 
Canada) as described in the manufacturer’s manual. Isolation and culture of primary rat 6 
hepatocytes was performed as described (Baltrusch et al. 2005). Hepatocytes were either 7 
transfected with jetPEI-Hepatocyte (Qbiogene) as described (Baltrusch et al. 2005) or 8 
transduced at a multiplicity of infection of 10 for 2 h with adenoviral FLIPglu or FLIPglu-9 
NUC stock solution, respectively. 10 
Generation of plasmids and adenoviruses 11 
The pcDNA 3.1 vector was used for expression of FLII
12
Pglu-700µ-δ6 (FLIPglu) (Addgene 12 
plasmid 17866) (Takanaga et al. 2008a). Recombinant FLIPglu adenoviruses were generated 13 
previously (Kaminski et al. 2011). A nuclear targeted version of FLIPglu was made by 14 
subcloning the coding cDNA as a SalI-NotI fragment into the pCMV/myc/NUC vector 15 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Recombinant nuclear targeted FLIPglu adenoviruses were 16 
generated by subcloning the coding cDNA from the pCMV/myc/NUC as a SalI-XbaI 17 
fragment into the pShuttle-CMV vector. Generation of EYFP-GK and EYFP-GRP has been 18 
described previously (Baltrusch et al. 2005). The EYFP in both was replaced by Dendra2 19 
using AgeI and BsrGI restriction sites. pTagRFP-GRP was generated by subcloning the 20 
coding cDNA of GRP as a BglII-EcoRI fragment into the pTagRFP-N vector. 21 
Assay of glucokinase enzyme activity and western blot analyses 22 
Nuclear and cytoplasmic fractions of MIN6 cells and hepatocytes were isolated by a stepwise 23 
fractionation. Cells were incubated in 0.5 ml buffer containing 20 mmol/l HEPES (pH 7.9), 24 
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10 mmol/l KCL, 0.2 % NP40, 10 % Glycerol, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l DTT, 1µg/ml 1 
pepstatin, 1 mmol/l PMSF, and proteases for 10 minutes on ice. The cytoplasmic fraction was 2 
collected as supernatant after centrifugation at 13,000 rpm for 30 sec. The pellet was re-3 
suspended in 100µl buffer containing 20 mmol/l HEPES, 10 mmol/l KCL, 350 mmol/l NaCL, 4 
20% Glycerol, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l DTT, 1µg/ml pepstatin, 1mM PMSF, 1 mmol/l 5 
vanadate and proteases for 20minutes on ice. The nuclear fraction was collected as 6 
supernatant after centrifugation at 13,000 rpm for 30 sec. The protein concentration was 7 
quantified by Bradford protein assay. Glucokinase enzyme activity was measured by an 8 
enzyme-coupled photometric assay as described (Baltrusch et al. 2005). A total of 40 µg 9 
Protein was fractionated by reducing 10% SDS-PAGE and electroblotted to polyvinylidine 10 
difluoride membranes. Western blotting was performed as described (Kaminski et al. 11 
2011)with GK antibody (sc-7908, diluted 1:500, or sc-1980, diluted 1:500 Santa Cruz 12 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) for liver and beta cell GK, respectively. 13 
Immunostaining 14 
Primary rat hepatocytes were seeded on glass coverslips and incubated for 2 h as indicated. 15 
Thereafter, cells were fixed overnight with 4% paraformaldehyde in PBS at 4°C and 16 
immunostained as described (Baltrusch & Lenzen 2007a) with glucokinase antibody (sc-17 
7908) diluted 1:100 in PBS and GRP antibody (sc-6340) diluted 1:100 in PBS (Santa Cruz 18 
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Thereafter, cells were incubated with the appropriate 19 
secondary antibody, Cy3 or Cy5, all diluted 1:200 in PBS (Jackson Immuno Research, West 20 
Grove, PA). Finally, coverslips were washed three times with PBS and fixed onto slides. 21 
Fluorescence microscopy 22 
FRAP and fluorescence distribution after photoconversion measurements were taken with an 23 
Olympus Fluoview1000 confocal inverted microscope (Olympus, Hamburg, Germany) using 24 
the multiline argon laser (515 nm) to excite EYFP and the krypton-argon laser (561 nm) to 25 
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excite red Dendra2. Scanning was performed with 2 μs/pixel sampling speed and 128×128 1 
image format for 30 sec. Photoactivation and photoconversion were done for one sampling 2 
interval during imaging with simultaneous scanner and a 405 nm laser diode (25 mW) using 3 
circular scanning (tornado mode). Intracellular glucose measurements using FLIPglu were 4 
carried out with a cellR/Olympus IX81 microscope system (Olympus, Hamburg, Germany) as 5 
described (Kaminski et al. 2011). Cells were maintained at 60 % humidity, 37°C and 5 % 6 
CO2 with a Cellcubator (Olympus) during experiments. The procedure of acceptor 7 
photobleaching FRET experiments has been described previously (Baltrusch & Lenzen 8 
2007a). 9 
Statistical analyses 10 
Statistical analyses were performed using the Prism analysis program (Graphpad, San Diego, 11 
CA, USA). 12 
13 
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Figure Legends 1 
Fig. 1. Direct interaction between glucokinase and the GRP in rat hepatocytes. Primary 2 
rat hepatocytes were seeded on glass coverslips and incubated for 2 h with 5 mmol/l (white 3 
bars) or 20 mmol/l (black bars) glucose in the absence or presence of 200 µmol/l fructose-6-4 
phosphate (F-6-P) or fructose-1-phosphate (F-1-P), respectively. Finally, the cells were fixed 5 
and immunostained for glucokinase and glucokinase regulatory protein. The appropriate 6 
secondary antibody was labeled with Cy3 for glucokinase and Cy5 for glucokinase regulatory 7 
protein. FRET was measured as an increase in Cy3 fluorescence after Cy5 photobleaching. 8 
Data are expressed as means ± SEM from three individual experiments with a total of 17-19 9 
hepatocytes analyzed. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 compared to cells incubated 10 
with 5 mmol/l glucose in the presence of fructose-6-phosphate (ANOVA/Bonferroni’s test). 11 
Fig. 2. Localization of GRP and glucokinase in rat hepatocytes. Primary rat hepatocytes 12 
were seeded on glass coverslips and incubated for 2 h with 5 mmol/l (A, C (white bars)) or 20 13 
mmol/l (B, C (black bars)) glucose. Finally, the cells were fixed and immunostained for 14 
glucokinase and GRP. (A, B) Representative images for the GRP are shown. Scale bar 2 µm 15 
(C). The nuclear/cytoplasmic ratio was calculated for glucokinase and GRP. Data are 16 
expressed as means ± SEM from three individual experiments with a total of 11 hepatocytes 17 
analyzed. ***, p < 0.001 (ANOVA/Bonferroni’s test). 18 
Fig. 3. Shuttling of glucokinase and GRP in rat hepatocytes. Primary hepatocytes were 19 
transfected with Dendra2, Dendra2-glucokinase or Dendra2-GRP (A), or EYFP, EYFP-20 
glucokinase or EYFP-GRP (B, C) and incubated for 2 h with 5 mmol/l (white bars) or 20 21 
mmol/l (black bars). (A) Green Dendra2 was exclusively photoconverted in the nucleus and 22 
the decrease of the red Dendra2 was determined over 15 sec. EYFP was bleached in a region 23 
in the nucleus (B) or the cytoplasm (C). Finally the recovery of EYFP 15 sec after 24 
photobleaching was determined in the same region. Data are expressed as means ± SEM from 25 
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three individual experiments with a total of 9 hepatocytes analyzed. *, p < 0.05 1 
(ANOVA/Bonferroni’s test). 2 
Fig. 4. Glucokinase activity and immunoreactivity in rat hepatocytes and MIN6 beta 3 
cells expressing GRP. MIN6 cells were transiently transfected with EYFP-GRP or with the 4 
fluorescence protein EYFP alone as control. (A) Glucokinase activity was analyzed in 5 
cytosolic (white bars) and nuclear (black bars) fractions. Data are expressed as means ± SEM 6 
from three individual experiments. ***, p < 0.001 (ANOVA/Bonferroni’s test) EYFP 7 
expressing MIN6 cells compared to EYFP-GRP expressing MIN6 cells. (B) Glucokinase 8 
immunoreativity was determined in cytosolic and nuclear fractions. A total of 40 µg cellular 9 
protein was loaded. Representative blots of three individual experiments are shown. 10 
Localization of EYFP (C) and EYFP-GRP (D) in MIN6 cells were visualized by fluorescence 11 
microscopy. Representative images of three individual experiments are shown. Scale bar 20 12 
µm. 13 
Fig. 5. Nuclear and cytoplasmic glucose influx and efflux in rat hepatocytes and MIN6 14 
beta cells compared to COS cells. COS cells, MIN6 cells and primary rat hepatocytes were 15 
transfected with either cytosolically FLIPglu-Cyt (white bars) or the nuclear localized 16 
FLIPglu-Nuc (black bars). In addition, MIN6 cells were co-transfected with pTagRFP-GRP 17 
and FLIPglu-Cyt (white striped bars) or FLIPglu-Nuc (black striped bars). During real-time 18 
fluorescence microscopy cells were perifused without glucose (0-20 min), thereafter with 10 19 
mmol/l glucose (20-40 min), and finally without glucose. The FRET ratio was calculated 20 
from citrineem/ ECFPem at ECFPex. Glucose influx (A) was quantified by calculating the ratio 21 
increase upon glucose stimulation. Glucose metabolism and efflux (B) was quantified by 22 
calculating the subsequent ratio decrease after glucose deprivation. Data are expressed as 23 
means ± SEM from 7-20 individual experiments. *, p < 0.05 compared to MIN6 and COS 7 24 
Publikationen  76 
  
cells expressing FLIPglu-Nuc (ANOVA/Bonferroni’s test). ###, p < 0.001 compared to MIN6 1 
cells expressing FLIPglu-Nuc (student’s t test). 2 
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Fig. 3 
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3 Diskussion  
3.1 Etablierung fluoreszenzbasierter Glucosesensoren in 
der Aufklärung des intrazellulären Glucosefluxes in 
Beta-Zellen 
In den Beta-Zellen des Pankreas ist die Glucoseaufnahme und -verstoffwechselung der 
bestimmende Faktor für die bedarfsgerechte Insulinsekretion und die Aufrechterhaltung der 
Blutglucosehomöostase. Eine direkte zeitaufgelöste Analyse des intrazellulären 
Glucosefluxes kann dabei wertvolle Erkenntnisse über die nachfolgenden Signalwege und 
insbesondere über das Zusammenspiel des triggering pathway und des amplifying pathway 
liefern (Panten 1989; Henquin 2000; Henquin 2009).  
Die Entwicklung von fluoreszenzbasierten Metabolitsensoren innerhalb der letzten Jahre 
eröffnet neue Möglichkeiten zur Untersuchung von Stoffwechselwegen. So stehen Sensoren 
für Ca
2+
 (Miyawaki et al. 1997), cAMP (Adams et al. 1991; Dyachok et al. 2008a) und ATP 
(Heart et al. 2006b) zur Verfügung, die direkte ratiometrische Messungen mit Hilfe der 
Fluoreszenzmikroskopie ermöglichen. Neuere Studien beschäftigten sich mit der 
Generierung spezifischer FRET-basierter „Nanosensoren“ für die Detektion intrazellulärer 
Glucosekonzentrationen (Fehr et al. 2003a; Fehr et al. 2004a; Fehr et al. 2004b; Deuschle et 
al. 2005a; Chaudhuri et al. 2007; Frommer et al. 2009; Bittner et al. 2010; Chaudhuri et al. 
2011). Diese Sensoren wurden bereits erfolgreich für unterschiedliche Fragestellungen zum 
Einsatz gebracht. Dabei wurden diese Konstrukte sowohl in Säugerzellen als auch in 
Pflanzen und Hefen exprimiert (Fehr et al. 2003a; Fehr et al. 2004a; Fehr et al. 2004b; 
Deuschle et al. 2005b; Fehr et al. 2005b; Bermejo et al. 2010; Prebil et al. 2011). Für 
weiterführende Studien konnten zudem die Eigenschaften dieser Sensoren in Bezug auf die 
Detektionsbreite und die Affinität zum Substrat durch gezielte Mutationen verbessert 
werden (Deuschle et al. 2005b; Fehr et al. 2005b).   
Da die Funktion der  Beta-Zellen wesentlich an die Anwesenheit und Verstoffwechselung 
der Glucose gebunden ist, war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, den intrazellulären 
Glucoseflux weiterführend zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde die Expression eines 
Glucosesensors in verschiedenen klonalen und primären Beta-Zellen etabliert. Von 
besonderem Interesse sind des Weiteren die Hepatozyten, die ebenfalls entscheidend zur 
Glucosehomöostase beitragen.  
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Die Durchführung fluoreszenzmikroskopischer Echtzeitanalysen der intrazellulären 
Glucosekonzentration erfolgte in der vorliegenden Arbeit unter Anwendung des FRET-
basierten Glucosesensors FLII
12
Pglu-700µ-δ6 (Takanaga et al. 2008b). Der Anstieg der 
Ratio der Citrin/ECFP Emission nach Anregung des ECFP war bei diesem Glucosesensor in 
einem Bereich zwischen 1 mmol/l und 10 mmol/l Glucose linear. Somit konnten 
Veränderungen der Glucose in einem für Beta-Zellen physiologisch relevanten Bereich 
aufgelöst werden. Die Dissoziationskonstante des Glucosesensors liegt bei 660 ± 160 µM 
(Takanaga et al. 2008b). In den eigenen Messungen konnte ein vergleichbarer Wert von 572 
± 99 µM ermittelt werden. Der Sensor wurde daher nachfolgend erstmals in MIN6-Zellen 
sowohl transient als auch stabil überexprimiert. Es konnte in den durchgeführten Versuchen 
kein Einfluss des Sensors auf den Glucosestoffwechsel festgestellt werden. Die stabil 
transfizierten MIN6-Zellen zeigten im Vergleich zu untransfizierten Zellen keine 
Veränderungen in der glucosestimulierten Insulinsekretion. Um weiterführend 
kompartimentspezifische Untersuchungen zum Glucoseflux durchführen zu können, wurde 
die cDNA des FLIPglu Glucosesensors mit einer kernspezifischen targeting-Sequenz 
versehen, die eine gezielte Expression des Sensors im Nukleus ermöglichte.  
Die Expression dieser Sensoren in isolierten primären Zellen wurde mit Hilfe einer zu 
diesem Zwecke generierten adenoviralen Expressionskassette erreicht. Neben dem 
zytoplasmatisch exprimierten FLIPglu Glucosesensor wurde auch der nukleär exprimierte 
FLIPglu Glucosesensor exprimiert. Im Gegensatz zur liposomalen Transfektion erlauben 
Adenoviren eine effiziente Einbringung des Sensors in isolierten primären Gewebezellen. 
Mit Hilfe dieses rekombinanten Transduktionssystems war es möglich, die Glucosesensoren 
auch in isolierten Beta-Zellen der Maus und Hepatozyten der Ratte erfolgreich zur 
Expression zu bringen und den Glucoseflux zu analysieren. Die in dieser Arbeit generierten 
Transfektionsvektoren ermöglichen zukünftig Studien in nahezu allen primären Zellen.   
Die Quantifizierung der Glucoseaufnahme in primären Beta-Zellen der Maus, MIN6 Zellen 
und COS-Zellen erbrachte signifikante Unterschiede in der Aufnahmekapazität dieser 
Zellen. Verantwortlich hierfür ist das jeweilige Expressionsmuster der Glucosetransporter. 
Der in den COS-Zellen und allen Geweben ubiquitär exprimierte Glucosetransporter 
GLUT1 vermittelt eine kontinuierliche, aber von der Kapazität niedrige Glucoseaufnahme 
(Fehr et al. 2003a; Fehr et al. 2004b). Die Expression des Glucosetransporters GLUT2 in 
Beta-Zellen und MIN6 Zellen führt hingegen zu einer wesentlich höheren 
Glucoseaufnahmekapazität. Bei einer Glucosekonzentration von 10 mmol/l erreicht dieser 
niedrigaffine Glucosetransporter eine maximale Transportkapazität. Die Aufnahmekapazität 
Diskussion  84 
  
war in den isolierten primären Maus-Beta-Zellen im Vergleich zu den MIN6 Zellen weiter 
gesteigert. Die klonale Beta-Zelllinie MIN6 besitzt zwar wesentliche Eigenschaften von 
primären Beta-Zellen im Hinblick auf die glucosestimulierte Insulinsekretion (Ishihara et al. 
1993), stellt jedoch als Tumorzelllinie eine Mischform verschiedener endokriner Zellen des 
Pankreas dar (Nakashima et al. 2009) und exprimiert den GLUT2 auf einem niedrigen 
Niveau (Schuit 1997; Uldry & Thorens 2004). Der Vergleich der insulinsezernierenden 
Zellen untereinander zeigte allerdings, dass die Glucosephosphorylierung, bzw. der 
nachfolgende Metabolismus vergleichbar waren. Im Gegensatz zu den COS-Zellen, die 
ausschließlich die Hexokinase exprimieren, war der Glucosemetabolismus in den 
Glucokinase exprimierenden Zellen signifikant erhöht. Dies unterstreicht die Bedeutung der 
Glucokinase als Glucosesensor in den insulinproduzierenden Zellen (Meglasson & 
Matschinsky 1984; Lenzen & Panten 1988b; Matschinsky 1990; Thorens 1992; Baltrusch & 
Tiedge 2006a). Durch den Einsatz des kompetitiven Glucokinaseinhibitors Mannoheptulose 
konnte dies weiterführend bestätigt werden. Auf COS-Zellen hatte Mannoheptulose keine 
Wirkung. Mannoheptulose verringerte die Eliminierungsrate der Glucose nur in den 
Glucokinase-exprimierenden Zellen durch Reduktion der Glucokinaseenzymaktivität 
(Tiedge et al. 1997; Lenzen & Peckmann 2001b). Final führte dies zu einer Verringerung 
der glucosestimulierten Insulinsekretion. Die Glucoseaufnahme hingegen wurde in allen 
untersuchten Zellen durch Zugabe äquimolarer Konzentrationen von 3-O-Methylglucose (3-
OMG) signifikant verringert. 3-OMG als Kompetitor der Glucoseaufnahme (Tiedge et al. 
1993) reduzierte zusätzlich in den COS-Zellen die Eliminierungsrate der Glucose. Im 
Gegensatz zu den insulinproduzierenden Zellen ist daher die Aufnahme der Glucose über 
den GLUT1 Transporter geschwindigkeitsbestimmend für die intrazelluläre 
Glucosehomöostase. 
 
3.2 Metabolische Oszillationen und ihre Bedeutung für die 
Insulinsekretion 
In der glucoseinduzierten Insulinsekretion spielen metabolische Oszillationen eine wichtige 
Rolle (Kennedy et al. 2002). Charakteristisch sind hierbei besonders Oszillationen des 
Calciums nach Schließen der ATP abhängigen KATP Kanäle und nachgeschaltetem Öffnen 
der spannungsabhängigen Ca
2+
-Kanäle. Überdies konnten bereits Oszillationen des 
zytosolischen cAMPs nachgewiesen werden, die in Phase mit denen des Calciums auftreten 
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(Dyachok et al. 2008a). Oszillationen der Glucose wurden als möglicher erster Schritt dieser 
Signalkaskade postuliert (Jung et al. 2000a; Kennedy et al. 2002). Die Messungen, die zu 
dieser Aussage führten, wurden unter Verwendung von Enzymelektroden durchgeführt, die 
in den Extrazellularraum einzelner isolierter Inseln eingeführt wurden. Es konnte daher 
keine Aussage über den intrazellulären Glucoseflux erfolgen (Jung et al. 2000a; Kennedy et 
al. 2002). In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch, im Gegensatz zu den synchronisierten 
Oszillationen des Calciums, keine solchen Oszillationen der intrazellulären Glucose unter 
Anwendung des FLIPglu Glucosesensors nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass 
die Generierung des oszillierenden Signals dem Glucoseflux nachgeschaltet erfolgt, nicht 
aber durch das Zusammenspiel von Glucosetransport und -phosphorylierung beeinflusst 
wird.  
Die Anwendung FRET basierter intrazellulärer Nanosensoren ermöglicht die direkte 
Analyse des Glucoseflux in zeitlichem und räumlichem Zusammenhang. Das hierbei 
verwendete FRET-Paar ECFP/Citrin ermöglicht überdies eine simultane Analyse mit 
anderen fluoreszenzbasierten Indikatoren für weitere zelluläre Metabolite. In der 
vorliegenden Arbeit wurde der Glucoseflux simultan mit dem Calciumflux gemessen. Es 
wurde erstmals eine simultane Analyse mit Hilfe des FLIPglu Glucosesensors und des 
Calciumindikators FURA durchgeführt. Damit konnte ein primärer und distaler Schritt der 
glucosestimulierten Insulinsekretion in derselben Zelle mit hoher zeitlicher Auflösung 
dargestellt werden. Die Stimulation von MIN6 Zellen mit Glucose führte zu einem 
nachfolgenden Einstrom von Calcium in das Zytoplasma (Lenzen & Peckmann 2001b; 
Baltrusch & Lenzen 2007b). Nach dem initialen Anstieg des Calciums kam es zu 
synchronisierten Calciumoszillationen mit hoher Amplitude. Es konnte ein Schwellenwert 
von etwa 4 mmol/l Glucose bestimmt werden, der den initialen Einstrom des Calciums 
bewirkt. Dieser Wert liegt in der Nähe des Wendepunkts der sigmoidalen Reaktionskinetik 
der Glucokinase und kann daher auch als Schwellenwert für das Auslösen der 
Insulinsekretion betrachtet werden (Lenzen & Panten 1988b; Thorens 1992; Baltrusch & 
Tiedge 2006a). Oszillationen des Calciums konnten nur bei einer intrazellulären 
Glucosekonzentration von ca. 6-7 mmol/l beobachtet werden. Dies ist ein Indiz dafür, dass 
eine gleichbleibend hohe intrazelluläre Glucosekonzentration die Voraussetzung für die 
zweite Phase der Insulinsekretion ist, während der Anstieg der Glucose über den 
beschriebenen Schwellenwert die Insulinsekretion der ersten Phase auslöst. Der Anstieg der 
intrazellulären Glucose konnte durch Zugabe von 3-OMG (Sener et al. 1999a) signifikant 
verringert werden und bewirkte einen verspäteten Calciumeinstrom. Die Insulinsekretion, 
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gemessen nach zweistündiger statischer Inkubation, blieb jedoch nahezu unbeeinflusst nach 
Erreichen des Schwellenwertes. Der Einsatz des kompetitiven Glucokinaseinhibitors 
Mannoheptulose hingegen führte einerseits zu einem verspäteten Einsetzen des 
Calciumeinstroms, andererseits aber auch zu einer Verringerung der Calciumkonzentration 
nach Stimulation und einer verminderten Insulinsekretion in der statischen Messung 
(Johnson et al. 2007). 
 
3.3 Auslösen der Insulinsekretion (triggering) und 
verstärkende Signale (amplification) der 
Insulinsekretion 
Der Einsatz von Mannoheptulose verringerte ebenfalls die Amplitude der 
Calciumoszillationen im Vergleich zu der Kontrollsituation (Lenzen & Peckmann 2001b). 
Die Calciumoszillationen wurden weiterhin durch den Einsatz von Tolbutamid 
charakterisiert. Die Inkubation mit dem KATP-Kanal schließenden Wirkstoff führte ohne 
Anstieg der intrazellulären Glucosekonzentration zu einem Anstieg der zytoplasmatischen 
Calciumkonzentration. Jedoch blieben die durch den Glucosestimulus induzierten 
Oszillationen aus (Grapengiesser et al. 1990; Lenzen & Peckmann 2001b). Diese konnten 
erst nach Anstieg der intrazellulären Glucosekonzentration durch Zugabe von Glucose in das 
Umströmungsmedium beobachtet werden. Der Einsatz von Diazoxid hingegen führte zur 
Öffnung des KATP-Kanals und damit zu einer dem Tolbutamid entgegengesetzten Wirkung 
(Trube et al. 1986). Diazoxid bewirkt nicht nur ein Ausbleiben des Calciumeinstroms, 
sondern auch Veränderungen des mitochondrialen Stoffwechsels (Grimmsmann & 
Rustenbeck 1998). Die Inkubation mit Diazoxid führte zur einer signifikanten Verringerung 
sowohl des Calciumeinstroms als auch der Insulinsekretion in Gegenwart stimulatorischer 
Glucosekonzentrationen (Johnson et al. 2007).  
Es kann daher postuliert werden, dass die Glucosekonzentration in den Beta-Zellen einen 
Schwellenwert erreichen muss, der dann den Calciumeinstrom über den KATP-Kanal 
bewirkt. Die typischen Oszillationen des Calciums werden nach den Ergebnissen dieser 
Arbeit nicht durch die Glucosephosphorylierung, sondern erst durch nachfolgend generierte 
Schlüsselmoleküle ausgelöst und verstärkt (Henquin 1988; Panten et al. 1988; Gembal et al. 
1992; Henquin 2000; Henquin 2009). Eine Reihe solcher Moleküle werden als potentielle 
Faktoren für die Amplifizierung der Insulinsekretion diskutiert, darunter das NADPH  
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(Ivarsson et al. 2005; Panten & Rustenbeck 2008) und das cAMP (Dyachok et al. 2006; 
Dyachok et al. 2008a). Oszillationen des cAMP werden ebenfalls durch die Anwesenheit 
der Glucose hervorgerufen und durch Ca
2+
 verstärkt. Die Oszillationen des cAMP 
korrelieren zudem mit Schwankungen der Insulinsekretion. Auch die Translokation von 
Insulingranula  (Rorsman & Renstrom 2003; Baltrusch & Lenzen 2008) kann zu 
Oszillationen beitragen, die im Verlauf der glucosestimulierten Insulinsekretion generiert 
werden.   
Der mitochondriale Metabolismus wird als wichtiger Amplifikator der Insulinsekretion 
erachtet (Kennedy et al. 1999b; Jung et al. 2000a; Kennedy et al. 2002; Heart et al. 2006b; 
Henquin 2009). Dieser Verstärkungsmechanismus steht in direktem Zusammenhang mit der 
Verstoffwechselung der Glucose, kann aber auch durch externe Stimuli die Insulinsekretion 
beeinflussen. Insbesondere Intermediate des Citratzyklus wie das Citrat wurden als 
Schlüsselfaktoren beschrieben (Urban & Panten 2005; Panten & Rustenbeck 2008).  
Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass der Glucoseflux durch das Schrittmacherenzym 
Glucokinase im Zusammenspiel mit dem Glucosetransporter GLUT2 kontrolliert wird. 
Allerdings kann die Glucokinase nicht als Schrittmacher für die Entstehung metabolischer 
Oszillationen angesehen werden. Die durchgeführte kombinierte Analyse von Glucose und 
dem intrazellulären Ca
2+
 deutet auf generierende und amplifizierende Signale im 
nachfolgenden mitochondrialen Stoffwechsel hin. 
 
3.4 Einfluss der Glucosekonzentration auf die Bindung 
des endogenen Aktivators PFK2 an die Glucokinase. 
Die glucosestimulierte Insulinsekretion in den Beta-Zellen des Pankreas sowie die 
Speicherung bzw. Bereitstellung der Glucose in der Leber werden beide entscheidend durch 
das Zusammenspiel des Glucosesensors Glucokinase und den Glucosetransporter GLUT2 
vermittelt. Während der GLUT2 es den Zellen ermöglicht, ein schnelles Equilibrium 
zwischen extra- und intrazellulärer Glucose herzustellen, übernimmt das Sensorenzym 
Glucokinase die geschwindigkeitsbestimmende initiale Phosphorylierung des Zuckers und 
damit dessen Einschleusung in den Metabolismus. Während das Leberisoenzym der 
Glucokinase durch Insulin auf transkriptionellem Wege reguliert wird, ist die Expression der 
Glucokinase in den pankreatischen Beta-Zellen von der Nahrungsverfügbarkeit weitgehend 
unbeeinflusst (Iynedjian et al. 1989; Tiedge et al. 1999).   
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Im Wesentlichen erfolgt jedoch die Regulation der Glucokinaseaktivität sowohl in den Beta-
Zellen des Pankreas als auch in der Leber auf posttranslationaler Ebene. Neben der Glucose 
selbst als primärem Regulator der Glucokinaseaktivität wird die Enzymaktivität dabei durch 
Kompartimentierung und Protein-Protein-Interaktionen beeinflusst (Van Schaftingen 1989a; 
de la Iglesia et al. 1999; Tiedge et al. 1999; Bosco et al. 2000a; Rizzo et al. 2002; Baltrusch 
& Lenzen 2007a). In beiden Geweben tritt besonders das bifunktionelle Enzym 6-
Phosphofructo-2-kinase/Fructose-2,6-bisphosphatase (PFK-2/FBPase-2) als endogener 
Aktivator der Glucokinase auf (Baltrusch et al. 2001). Die Erhöhung der intrinsischen 
Glucokinaseaktivität erfolgt dabei im Gegensatz zu pharmakologischen Aktivatoren ohne 
eine Beeinflussung der Affinität und der Kooperativität zum Substrat Glucose (Massa et al. 
2004). Nur in der Leber erfolgt die posttranslationale Regulation der Glucokinase zusätzlich 
durch Bindung des leberspezifischen GRP und eine Translokation der GK in den Nukleus 
bei niedrigen Glucosekonzentrationen.  
Die PFK-2/FBPase-2 aktiviert die Glucokinase über die  FBPase-2 - Untereinheit (Baltrusch 
et al. 2001; Massa et al. 2004; Baltrusch et al. 2006; Smith et al. 2007). Sie verfügt hierbei 
in beiden Isoformen über eine spezifische Aminosäuresequenz (LKVWT), die die Bindung 
an die GK ermöglicht (Baltrusch et al. 2001). Eine Überexpression der PFK-2/FBPase-2 
führte in insulinproduzierenden Zellen nur bei stimulatorischen Glucosekonzentrationen zu 
einer signifikanten Steigerung der Enzymaktivität der Glucokinase und final zu einer 
erhöhten Insulinsekretion.  In der vorliegenden Arbeit galt daher der Frage besondere 
Bedeutung, inwieweit die Glucose selbst die Interaktion zwischen der Glucokinase und den 
endogenen Aktivatoren beeinflusst. Der Einsatz der FRET-Technik mit fluoreszierenden 
Fusionskonstrukten der GK, des GRP und der PFK-2/FBPase-2  ermöglichte die 
intrazelluläre Analyse der Bindung. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die PFK-
2/FBPase-2 nur unter hohen Glucosekonzentrationen an die GK bindet. Im Gegensatz dazu 
verstärkte sich die Interaktion zwischen GRP und Glucokinase bei niedrigen 
Glucosekonzentrationen.  
 
3.5 Glucokinaseregulation in der Leber - Die Rolle der 
GRP vermittelten Kerntranslokation 
Die Interaktion der Glucokinase mit dem GRP stellt den wichtigsten 
Regulationsmechanismus der Enzymaktivität in der Leber dar. Es vermittelt die 
Diskussion  89 
  
glucoseabhängige Translokation der Glucokinase in den Nukleus bei gleichzeitiger 
Inaktivierung des Enzyms (Shiota et al. 1999b). Die Abwesenheit eines Kernimportsignals 
für die GK bedingt die notwendige Bindung an das GRP für den Kernimport. Ohne das 
Vorhandensein des GRP zeigte die Glucokinase eine zytoplasmatische Verteilung. Die 
Lokalisierung der beiden Bindungspartner spielt dabei in Abhängigkeit von der aktuellen 
intrazellulären Glucosekonzentration eine wesentliche Rolle. Das GRP ist unabhängig von 
der Glucosekonzentration zum größeren Anteil im Kern lokalisiert und nur zu einem 
geringen Anteil im Zytoplasma. Hingegen ist die Veränderung der Kern/Zytoplasma 
Verteilung für die Glucokinase allgemein akzeptiert. Das Enzym ist nur bei niedriger 
Glucosekonzentration vermehrt im Kern nachweisbar, während unter 25 mM Glucose eine 
deutliche zytoplasmatische Lokalisation zu beobachten war (Fernandez-Novell et al. 1999). 
Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass das GRP in diesem Mechanismus eine 
Transporterfunktion übernimmt, während es selbst einem kontinuierlichen Austausch 
zwischen nukleärer und zytoplasmatischer Fraktion unterliegt. Die Bindung der Glucokinase 
an das GRP scheint damit im Wesentlichen durch die Glucosekonzentration determiniert zu 
werden (Mukhtar et al. 1999). Im Metabolismus generierte Fructose-Phosphate nehmen 
überdies eine modulatorische Funktion ein. Während Fructose-1-Phosphat die Bindung 
verstärkt, wird diese durch Fructose-6-Phosphat geschwächt  (Niculescu et al. 1997). Nicht 
endogene kompetitive Inhibitoren der Glucokinase, wie die Mannoheptulose, die wie die 
Glucose eine Konformationsänderung des Enzyms bewirken, können dagegen die 
Dissoziation der Glucokinase erleichtern (Niculescu et al. 1997). Die konnte auch 
eindrucksvoll durch den Einsatz der synthetischen Glucokinaseaktivatoren gezeigt werden. 
Diese stabilisieren die geschlossene Konformation der Glucokinase, die keine Bindung an 
das GRP zulässt (Futamura et al. 2006; Heredia et al. 2006a).  
Eine erhöhte Motilität der Glucokinase und die damit verbundene Translokation aus dem 
Zellkern ins Zytoplasma sind als Antwort auf eine erhöhte Blutglucosekonzentration von 
besonderem Interesse. Die Mechanismen, welche zur Dissoziation der Glucokinase und zum 
Export aus dem Nukleus heraus führen, stehen daher im Fokus der vorliegenden Arbeit. 
Bislang ist es unklar, ob der Kernexport der Glucokinase unabhängig von der GRP Bindung 
verläuft, oder ob diese Bindung auch für den Export zwingend erforderlich ist (Mukhtar et 
al. 1999). Die Glucokinase könnte auf Grund ihrer Größe den Zellkern unabhängig von 
spezifischen Transportmechanismen verlassen. Vorangehende Studien postulierten 
allerdings ein Kernexportmotif in der Glucokinase als Ursache für eine GRP-unabhängige 
Translokation aus dem Zellkern (Shiota et al. 1999b). Da der Kernexport der GK jedoch 
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nicht durch den Einsatz von Leptomycin B verhindert werden konnte, stellte sich die Frage, 
inwieweit ein Nachweis für die Dissoziation der Glucokinase vom GRP innerhalb des 
Zellkerns tatsächlich erbracht werden konnte.   
Um diese Fragestellung weiter untersuchen zu können, wurden Fusionskonstrukte des GRP 
in insulinproduzierenden MIN6 Zellen zur Expression gebracht. Diese Zellen exprimieren, 
wie primäre Beta-Zellen, nur die Glucokinase, jedoch nicht das GRP. Somit konnte unter 
Kontrollbedingungen keine Enzymaktivität der GK in nukleären Fraktionen nachgewiesen 
werden. Dagegen war die GK in den EYFP-GRP transfizierten Zellen im Zellkern 
nachweisbar und zudem GK Enzymaktivität messbar. Dies bestätigt die Rolle des GRP für 
den nukleären Import der Glucokinase in einem artifiziellen System (Bosco et al. 2000a; 
Baltrusch et al. 2005). Überdies zeigen diese Versuche, dass der Import der GK in den 
Nukleus nicht von weiteren leberspezifischen Faktoren abhängig ist.   
In primären Hepatozyten konnte mittels Photoaktivierung und der FRAP-Technik 
(Fluorescence Recovery After Photobleaching) erstmalig gezeigt werden, dass die Motilität 
und der Kernexport der Glucokinase, nicht aber des GRP, von der Glucosekonzentration 
abhängig ist. Während bei niedriger Glucosekonzentration nur eine sehr geringe Abnahme 
der nukleären GK-Fluoreszenz zu beobachten war, war dieser bei hohen 
Glucosekonzentrationen gesteigert. Interessanterweise konnte im Zellkern von Hepatozyten 
mit Hilfe des FLIPglu Sensors im Vergleich zu den MIN6 Zellen sowohl eine gesteigerte 
Aufnahmekapazität für die Glucose als auch ein erhöhter Glucosemetabolismus beobachtet 
werden. 
Während ein gesteigerter Glucosemetabolismus durch Überexpression des GRP auch in  
MIN6 Zellen erreicht werden konnte, blieb die Glucoseaufnahme in den Zellkern 
unverändert. Diese Ergebnisse liefern den direkten Hinweis auf einen vom GRP 
unabhängigen nukleären Export der Glucokinase. Das Enzym ist nachweislich bereits im 
Zellkern aktiv und kann daher nicht mehr an das GRP gebunden vorliegen. Es lässt sich 
spekulieren, dass durch die besonders effiziente Glucoseaufnahme in den Zellkern von 
Hepatozyten die Dissoziation des GK-GRP-Komplexes beschleunigt wird. Es gilt jedoch zu 
klären, ob die aktive Glucokinase weitere physiologische Funktionen im Zellkern von 
Hepatozyten erfüllt. 
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4 Zusammenfassung 
Die Aufrechterhaltung der Blutglucosehomöostase erfordert das konzertierte 
Zusammenspiel mehrerer Organe, denen die Expression von glucosesensorischen Elementen 
gemein ist. Insbesondere sind dies die Beta-Zellen des Pankreas und die Leber. In beiden 
Geweben wird zum einen das Enzym Glucokinase exprimiert, welches als Glucosesensor 
eine Schlüsselfunktion in der Erhaltung der Blutglucosehomöostase einnimmt. Zum anderen 
exprimieren beide Gewebe den niedrigaffinen Glucosetransporter GLUT2, welcher einen 
schnellen Ausgleich zwischen extra- und intrazellulärer Glucose bei hohen 
Glucosekonzentrationen gewährleistet. Das Zusammenspiel dieser beiden Faktoren 
bestimmt die Kopplung extrazellulärer Glucosekonzentrationen an intrazelluläre 
metabolische Signalkaskaden.  
In den Beta-Zellen des Pankreas wird das Peptidhormon Insulin gebildet und durch eine 
Stimulus-Sekretions-Kopplung nach Anstieg der Blutglucose bedarfsgerecht sezerniert. 
Diese Signalkaskade kann im Wesentlichen in zwei Vorgänge geteilt werde, den 
sogenannten triggering pathway, welcher primär die glucoseinduzierte Insulinsekretion 
auslöst, und den amplifying pathway, der sekundär durch Stoffwechselintermediate die 
Insulinsekretion verstärkt. Für beide Wege ist jedoch die Glucose und ihre 
Verstoffwechselung notwendig. Eine zeitaufgelöste Analyse der intrazellulären Glucose 
kann daher wertvolle Informationen über den Zusammenhang von Glucoseflux und 
Insulinsekretion liefern. In der hier vorliegenden Studie konnten erstmals sogenannte FRET- 
basierte Nanosensoren für Glucose in insulinproduzierenden klonalen und primären Beta-
Zellen zur Expression gebracht werden. Hierfür wurden zum einen eine MIN6 Zelllinie 
stabil transfiziert und zum anderen ein adenovirales Expressionssystem für die Transduktion 
primärer Zellen generiert. Die Glucosesensoren basieren auf einer für die Glucose 
spezifischen Bindungsdomäne, an die ein FRET-Paar aus ECFP und Citrin fusioniert wurde. 
Mittels Fluoreszenzmikroskopie kann so die intrazelluläre Glucosekonzentration in Echtzeit 
dargestellt werden.   
Die Bedeutung des GLUT2 Glucosetransporters und der Glucokinase für die Beta-Zellen 
konnte durch die Echtzeitanalyse der intrazellulären Glucosekonzentration eindrucksvoll 
bestätigt werden. So zeigte sich bei Beta-Zellen im Vergleich zu nicht-
insulinproduzierenden COS-Zellen, die den GLUT1 Glucosetransporter und die Hexokinase 
exprimieren, eine deutlich erhöhte Glucoseaufnahmerate und -verstoffwechselung. Der 
Einsatz von Mannoheptulose als kompetitiver Inhibitor der Glucokinase verlangsamte die 
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Eliminierungsrate der Glucose in den Beta-Zellen und verminderte die Insulinsekretion. Auf 
COS-Zellen hatte Mannoheptulose jedoch keinen Einfluss. Durch 3-O-Methylglucose 
konnte in den Beta-Zellen nur die Glucoseaufnahme verringert werden. In COS-Zellen war 
dagegen auch der Glucosemetabolismus herabgesetzt. Während in COS-Zellen die 
Glucoseaufnahme die Rate des Glucosemetabolismus bestimmt, übernimmt die Glucokinase 
diese zentrale Rolle in Beta-Zellen. Die Phosphorylierung der Glucose ist somit 
geschwindigkeitsbestimmend in den Beta-Zellen.  
Metabolische Oszillationen spielen in der glucoseinduzierten Insulinsekretion eine wichtige 
Rolle. Eine wesentliche Frage ist hierbei, an welcher Stelle in der Signalkaskade diese 
Oszillationen generiert werden. Im Gegensatz zu vorangegangenen Publikationen, die 
Oszillationen der intrazellulären Glucosekonzentration postulierten, konnten in der hier 
vorliegenden Arbeit mittels direkter intrazellulärer Messung keine solchen Oszillationen 
nachgewiesen werden. Dahingegen sind Oszillationen des Calciums als unmittelbares Signal 
für die Exozytose von Insulingranula allgemein akzeptiert. Um Veränderungen in der 
intrazellulären Glucose- und Calciumkonzentration in der selben Zelle in Echtzeit 
beobachten zu können, wurden erstmals simultane fluoreszenzmikroskopische Analysen mit 
dem Glucosesensor FLIPglu und dem Calciumindikator FURA durchgeführt. Es zeigte sich 
hierbei, dass der initiale Calciumanstieg bei einer Glucosekonzentration von 4 mmol/l 
erreicht wurde. Oszillationen des intrazellulären Calciums mit großer Amplitude traten aber 
erst bei einer Glucosekonzentration von 6-7 mmol/l auf. Tolbutamid als KATP schließender 
Wirkstoff erzeugte ebenfalls einen Calciumeinstrom, jedoch keine Oszillationen. Diese 
Ergebnisse unterstützen daher die Hypothese, dass der initiale Calciumeinstrom über den 
triggering pathway ausgelöst wird, wohingegen die Oszillationen über den amplifying 
pathway vermittelt werden. Beide Wege sind dabei eindeutig von der intrazellulären 
Glucosekonzentration abhängig.   
Weiterhin war es ein Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss der Glucose auf die 
Interaktion zwischen der Glucokinase und dem Glucokinase Regulatorprotein zu 
untersuchen. Das GRP übernimmt in der Leber die Funktion eines Inhibitors der 
Glucokinaseenzymaktivität, in dem es bei niedriger Glucose an die Glucokinase bindet und 
eine Translokation des Enzyms in den Zellkern vermittelt. Es konnte mit Hilfe von FRET-
Analysen gezeigt werden, dass das GRP nur unter niedrigen Glucosekonzentrationen an die 
Glucokinase bindet, während der sowohl in Leber als auch in den Beta-Zellen exprimierte 
endogene Aktivator PFK-2/FBPase-2 nur bei hoher Glucosekonzentration eine verstärkte 
Bindung an die Glucokinase zeigte. Dies hebt die Bedeutung des GRP für die 
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Glucokinaseregulation ausschließlich in der Leber hervor. Die Kompartimentierung der 
Glucokinase zwischen Zellkern und Zytoplasma verändert sich in Abhängigkeit von der 
Glucosekonzentration. Das GRP ist hingegen unabhängig von der Glucosekonzentration 
zum größten Teil im Kern lokalisiert und nur zu einem geringen Teil im Zytoplasma. Die 
Ergebnisse dieser Studie zeigen für das GRP die Rolle eines Transporters auf, der einem 
kontinuierlichen Austausch zwischen Zellkern und Zytoplasma unterliegt und die 
Glucokinase nur unter niedrigen Glucosekonzentrationen bindet und transloziert. Die 
Dissoziation und Relokalisierung der GK ins Zytoplasma nach Wiederanstieg der 
Blutglucose wurde bislang kontrovers diskutiert. Mit Hilfe von GRP-Fusionskonstrukten 
konnte in dieser Arbeit zum einen nachgewiesen werden, dass die Motilität der Glucokinase, 
nicht jedoch des GRP entscheidend von der Glucosekonzentration abhängig ist. Des 
Weiteren wurde mit Hilfe des neu generierten FLIPglu-NUC Glucosesensors, welcher eine 
Zielsequenz für ein nukleäres targeting enthält, erstmals der nukleäre Glucosestoffwechsel 
analysiert. Damit konnte gezeigt werden, dass der Zellkern isolierter Hepatozyten eine 
höhere Glucoseaufnahmekapazität und eine höhere Glucosephosphorylierungskapazität 
aufweist als COS- und Beta-Zellen. Dies zeigt, dass die Glucokinase nach Anstieg der 
Glucosekonzentration im Zellkern enzymatisch aktiv ist und damit nicht mehr im Komplex 
mit dem GRP vorliegen kann. Der Kernexport der Glucokinase erfolgt also unabhängig vom 
GRP.  
Die in dieser Arbeit durchgeführten Echtzeitanalysen der intrazellulären 
Glucosekonzentration liefern detaillierteres Wissen über die glucosestimulierte 
Insulinsekretion in den Beta-Zellen des Pankreas. Dadurch lassen sich Defekte in diesem 
Mechanismus zukünftig besser darstellen und ermöglichen ein vertieftes Verständnis der 
Pathogenese des Typ 2 Diabetes mellitus. Zum anderen konnte erstmals gezeigt werden, 
dass der nukleäre Export der Glucokinase von der Glucosekonzentration, nicht aber vom 
GRP abhängig ist. 
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